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PREMESSA 
 
L’elevata diversità con cui si manifesta ai giorni nostri la vita sulla Terra è il prodotto di 
una lunga storia evolutiva che ha generato adattamenti alle più diverse condizioni 
ambientali. Sebbene il termine estremofilo sia stato associato fino ad un recente passato 
ai procarioti, è ormai noto che la biodiversità degli organismi eucariotici può essere 
inaspettatamente elevata anche negli ambienti estremi (Amaral-Zettler et al, 2002) ed è 
inoltre stato recentemente provato che alcuni di essi possono avere un livello di tolleranza 
a diversi stress superiore agli stessi procarioti. I funghi meristematici neri sono tra gli 
organismi eucarioti più resistenti (Onofri et al., 2004; Onofri et al., 2007;b). Scoperti e 
descritti per la prima volta come abitanti dei deserti caldi ed in Antartide (Krumbein e 
Jens, 1981; Staley et al., 1982; Henssen, 1987; Danin, 1993; Kuhlman et al., 2006; 
Friedmann 1982; Nienow e Friedmann, 1993; Onofri e Friedmann, 1999; Onofri et al., 
1999), i funghi neri delle rocce hanno dimostrato nel tempo di avere una ben più ampia 
distribuzione geografica (Sterflinger, 2000; Burford et al., 2003; Sert e Sümbül, 2007; 
Gorbushina e Broughton, 2009) ed una biodiversità  notevolissima anche in aree 
relativamente ristrette (Ruibal, 2004; Ruibal et al., 2008). Essi condividono dei caratteri 
morfologici e fisiologici che li rendono capaci di tollerare ampi intervalli di temperatura, 
bassa disponibilità d’acqua, forte irraggiamento e stress osmotico (Palmer et al., 1990; 
Sterflinger,, 1998; Ruibal,, 2005; Gorbushina,, 2007). Molte delle loro caratteristiche 
come la melanizzazione, la loro spessa parete cellulare, la crescita meristematica e 
l’apparente assenza di strutture per la riproduzione sessuata oltre a contribuire alla loro 
stupefacente capacità di sopravvivere in ambienti ostili (Gunde-Cimmerman et al., 2005; 
Amaral Zettler et al., 2002) possono essere interpretati, in ambito evoluzionistico, come 
esempi di adattamento all’ambiente litico. 
Per questo motivo i funghi neri delle rocce, ed in particolare  i funghi neri delle comunità 
criptoendolitiche del deserto antartico, risultano degli ottimi modelli per lo studio dei 
meccanismi evolutivi che hanno condotto all’estremotolleranza ed all’estremofilia.  
L’interesse per i funghi neri delle rocce antartiche è legato al fatto che le comunità 
criptoendolitiche di cui fanno parte, in ragione della mancanza di interazioni con 
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organismi superiori, costituiscono un sistema molto semplice; inoltre gli organismi di 
queste comunità essendosi evoluti nel completo isolamento genetico e geografico ed in 
condizioni ambientali estremamente selettive che hanno promosso la radiazione 
adattativa, risultano anche degli ottimi candidati per la formazione di endemismi 
microbici (Vincent, 2000). 
Grazie all’introduzione delle tecniche molecolari nello studio della sistematica di questi 
funghi, si è messo in luce la loro relazione con alcuni patogeni opportunisti (Gueidan et 
al., 2008) come pure con altri funghi saprofiti, lichenicoli, epifitici o anche fitopatogeni 
(de Hoog et al., 1999; Hawksworth e Cole, 2002; Crous et al., 2007; Ruibal et al., 2008, 
Selbmann et al., 2008 ). Relazioni queste che sollevano dei quesiti circa il percorso 
evolutivo seguito nella specializzazione all’ambiente litico piuttosto che alla patogenicità. 
Paradigmatico risulta il fatto che i funghi neri delle rocce sono organismi specializzati per 
la sopravvivenza in condizioni estreme ma allo stesso tempo risultano totalmente inadatti 
alla competizione in condizioni più permissive. Essi, infatti, mostrano un accrescimento 
estremamente lento anche in condizioni ottimali ed una scarsa produzione di metaboliti 
secondari. Si ritiene pertanto plausibile che possano essere avvenuti dei cambiamenti 
sostanziali a livello molecolare che abbiano portato all’espressione solo di alcuni geni 
fondamentali per la sopravvivenza o addirittura alla semplificazione del loro genoma. 
Tuttavia per poter avanzare delle ipotesi circa i meccanismi evolutivi che conducono 
all’estremofilia o all’estremotolleranza è opportuno ampliare innanzitutto le nostre 
conoscenza relative alla biodiversità dei funghi neri delle rocce al fine di ottenere un 
quadro più completo della loro distribuzione e della loro filogenesi; allo stesso tempo lo 
studio ed il confronto dei profili proteici di diversi funghi neri meristematici con 
opportuni organismi di controllo potrà consentire di far luce sugli eventuali meccanismi 
evolutivi che hanno portato alla specializzazione dei funghi neri meristematici alle 
condizioni estreme. 
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1. INTRODUZIONE 
 
1.1. IL SUBSTRATO ROCCIOSO  
   
1.1.1  LE COMUNITÀ MICROBICHE 
 
Agli albori della vita sulla Terra, quando questa era ancora circoscritta nell’ambiente acquatico, 
la litosfera continentale era rappresentata essenzialmente da rocce di diversi tipi. Le rocce 
sedimentarie erano rare, se non del tutto assenti. Tuttavia nel tempo l’esposizione delle rocce agli 
agenti chimico –fisici, che contraddistinguevano l’atmosfera primordiale, ha modificato 
progressivamente l’ambiente dando inizio a processi erosivi che hanno portato alla formazione di 
sedimenti sabbiosi, di suoli minerali ed hanno reso disponibile agli organismi tutti gli elementi 
primari necessari per la vita ad eccezione del carbonio e dell’azoto (Gorbushina, 2006).   
In questo contesto ebbe inizio la conquista delle terre emerse da parte di un gruppo di organismi 
pionieri che, con la colonizzazione delle superfici rocciose, hanno aperto la strada alla 
successione ecologica. I primi colonizzatori furono indubbiamente i biofilm e successivamente le 
matrici microbiche mature non diverse da quelle presenti ai giorni nostri nei deserti o nei sistemi 
stromatolitici intertidiali. La superficie rocciosa era e rimane tuttora un ambiente 
eccezionalmente ostile in rapporto alle condizioni necessarie per il mantenimento dei sistemi 
vitali. Esse mettono alla prova i nuovi colonizzatori con una ampia gamma di fattori di stress 
inclusi il disseccamento, le fluttuazioni termiche, la penuria di nutrienti ed un intenso 
irraggiamento. Diversamente da quanto non accada nei corpi idrici, ambienti tamponanti ed 
altamente protettivi, nell’ambito litico queste influenze sulle cellule sono dirette ed in più 
possono cambiare rapidamente ed in modo improvviso. Tuttavia numerosi organismi si sono 
specializzati per vivere in questa nicchia primordiale. Comunità microbiche altamente 
specializzate, chiamate biofilm subaerei (SAB; Gorbushina e Krumbein, 2000), rappresentano un 
gruppo di colonizzatori ubiquitari dei sedimenti e delle superfici rocciose in una varietà di 
ambienti estremi caldi e freddi come pure nelle più avverse condizioni chimiche e fisiche 
misurabili su questo pianeta  (Gorbushina e Krumbein, 1999; 2000). 
 La stabile costituzione di biofilm polimicrobici sulle e nelle rocce rappresenta il punto di inizio 
per lo sviluppo di tutti gli ecosistemi terrestri; rilevante risulta a questo proposito  il ruolo delle 
comunità microbiche subaeree nell’accelerazione dei processi erosivi delle rocce (Brehm et al, 
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2005), che hanno portato alla formazione dei suoli ed allo sviluppo della vegetazione (Ehlich, 
1996; Chertov et al., 2004). Le associazioni di organismi microscopici che colonizzarono le 
superfici erano costituite inizialmente da cianobatteri ed archea. Più tardi si aggiunsero forme 
eucariotiche (Margulis, 1970; 1982) a seguito del trasferimento orizzontale di set  genici da 
batteri ed archea (Rivera e Lake, 2004). I primi eucarioti sulla superficie terrestre includevano 
alghe, funghi e protisti. I tre principali gruppi di eucarioti microscopici erano più adatti 
all’esposizione a stress più di quanto non lo fossero i meno protetti procarioti. Questi specializzati 
costrutti genetici e chimere probabilmente espansero la loro influenza in modo esplosivo ed 
ottennero il dominio in tutti gli ambienti terrestri, preparando il suolo a più sofisticate strategie di 
sopravvivenza come licheni supportati da funghi e più tardi da piante (McMenamin e 
McMenamin, 1994).  
 Al giorno d’oggi le superfici rocciose sono abitate da batteri chemiolitotrofi, chemiorganotrofi e 
fotoautotrofi ma anche da alghe, funghi e licheni. Questi organismi formano una complessa 
comunità, denominata biofilm subaereo (SAB), la cui composizione varia nel tempo in rapporto 
alla disponibilità dei nutrienti ed ai fattori di stress agenti su di essa, in cui i singoli componenti 
interagiscono gli uni con gli altri con dinamiche perlopiù sconosciute così come sono limitate le 
conoscenze riguardo alle interazioni esistenti con il substrato minerale. Le comunità litiche sono 
caratterizzate dalla produzione di matrici extra- cellulari di natura polisaccaridica (Wimpenny, 
2000; de los Rios et al., 2002; Kemmling et al., 2004; Omelon et al., 2006), note come EPS, il 
cui ruolo è quello di consentire agli organismi che crescono sulle rocce esposte di interagire con 
l’atmosfera, con il substrato e gli uni con gli altri. Infatti la matrice esopolisaccaridica: (i) 
favorisce le interazioni fra microrganismi congiungendoli e può stimolare la crescita dei batteri  
che li accompagnano come pure promuovere il contatto con i fotobionti (Gorbushina et. al., 
2005); (ii) impatta sui sottostanti minerali;  (iii) viene direttamente influenzata dai fattori 
atmosferici e climatici; (iv) ha una funzione osmoregolatrice in quanto trattenendo l’acqua, anche 
per lunghi periodi di tempo, permette la sopravvivenza della comunità anche nei periodi di scarsa 
disponibilità, limitando lo stress idrosmotico (Neu, 1996; Potts, 1999; Decho, 2000; Gorbushina, 
2007). 
Tuttavia è opportuno ribadire quanto già accennato, ovvero che non tutte le comunità 
litobiontiche vivono sulla superficie delle rocce (epilitiche).  Sono noti infatti diversi esempi di 
comunità localizzate poco al di sotto della crosta rocciosa, e denominate pertanto endolitiche ( 
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Figura 1). La nicchia endolitica è suddivisa ulteriormente ed è differentemente sfruttata da 
particolari comunità microbiche che mostrano singolari adattamenti; così mentre gli organismi 
euendolitici (perlopiù licheni crostosi) penetrano attivamente perforando il substrato, i 
criptoendolitici colonizzano le cavità strutturali delle rocce porose (compresi i tunnel lasciati 
vuoti dagli euendolitici) mentre i casmoendolitici si localizzano nelle fessure e nelle spaccature 
naturali delle rocce (Golubic et al., 1981; Øvstedal e Lewis Smith, 2001). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Schema relativo alla classificazione della vita nelle rocce (Golubic et al., 1981). 
 
La penetrazione della roccia da parte dei biofilm attraverso la colonizzazione delle fenditure e 
degli strati più profondi è un processo secondario all’insediamento sulle superfici e trova una 
giustificazione sia nella ricerca di nuovi spazi da parte dei componenti della comunità sia la 
ricerca di nicchie più protette. Probabilmente gli strati profondi vengono raggiunti attraverso le 
porosità della roccia e progressivamente si isolano dalla superficie (Gorbushina, 2007).  
Sotto diversi aspetti  i biofilm si comportano come se fossero un singolo organismo, infatti si 
differenziano, evolvono e si moltiplicano (Wimpenny, 2000). Poiché la produzione di cellule 
riproduttive rappresenta un costo energetico troppo elevato per gli abitanti dei substrati litici 
molto spesso accade che roccia ed il SAB, tenuti saldamente unite dagli EPS, formino degli 
aggregati che vengono trasportati dal vento e che possano, in condizioni favorevoli, continuare la 
loro crescita.  
I funghi, lichenizzati e non, sono importanti colonizzatori di tutte le superfici litiche (Staley et al., 
1982; Braams, 1992; May et al., 1993; Sterflinger, 2000). 
La crescita miceliare unita alla capacità di alcune specie di crescere dimorficamente (cioè 
produrre ife e/o cellule lievitiformi) oltre che la ragguardevole tolleranza agli stress di alcuni 
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gruppi ecologici rende i funghi non lichenizzati (free living fungi) i più tenaci costituenti oltre 
che dominatori dei biofilm subaerei litici (Wollenzien et al., 1995; Gorbushina et al., 2007).  
Capaci di interagire con minerali, metalli, metalloidi e composti organici attraverso processi 
biomeccanici e biochimici, i funghi, sono fra i più importanti agenti biologici erosivi delle rocce e 
delle pietre da costruzione. Essi ricoprono altresì un ruolo fondamentale nei cicli biogeochimici 
dei nutrienti (cioè  C, N, P e S) e dei metalli (Na, Mg, Ca, Mn, Fe, Cu, Zn, Co e Ni) essenziali per 
la crescita dei viventi nella biosfera. In più essi ricoprono un ruolo fondamentale nella 
mobilizzazione ed immobilizzazione di metalli non essenziali (Cs, Al, Cd, Hg e Pb) (Buford et 
al., 2003) 
 
 
1.1.2 INFLUENZA DEI FATTORI CLIMATICI E PETROLOGICI SULLA COLONIZZAZIONE 
DELLE ROCCE 
 
Molti fattori ambientali influenzano l’insediamento, la crescita e lo sviluppo dei microrganismi 
sulle superfici rocciose esposte incluse umidità, radiazione solare e temperatura così come la 
deposizione di sostanze organiche, inorganiche e nutrienti. Sebbene altri habitat possano offrire 
condizioni più estreme di temperatura, pH e salinità, esse solo raramente sono soggette a 
fluttuazioni delle condizioni fisiche, ampie e repentine. Durante il corso del giorno e dell’anno le 
superfici delle rocce sono soggette ad irregolari fluttuazioni di temperatura, umidità così come ad 
un irraggiamento estremamente intenso.  
Le temperature sulle superfici rocciose possono variare da -45°C a +60°C e sono dipendenti dalla 
radiazione solare e dalla temperatura dell’aria. La disponibilità d’acqua è molto fluttuante e va da 
periodi di quasi totale disseccamento del biofilm a periodi in cui questo, come per esempio a 
seguito di piogge desertiche torrenziali, risulta ricoperto dall’acqua.  
L’irraggiamento varia da dosi relativamente basse di radiazioni registrate durante la notte a dosi 
estremamente alte di radiazioni infrarosse ed ultraviolette registrate durante i giorni d’estate. Gli 
ambienti di alta montagna, i deserti senza nebbia e le superfici verticali volte verso l’Equatore 
ricevono le dosi più alte di radiazioni. 
Ancora la reperibilità di risorse energetiche e nutrienti varia da zero fino all’abbondanza come 
accade per esempio dopo un improvviso rovescio. Questi ambienti, ed in particolar modo quelli 
desertici, sono estremamente mutevoli e costringono gli abitanti delle rocce a periodi di 
dormienza indotti dallo stress, dai quali possono rapidamente ridestarsi a seguito del ripresentarsi 
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di condizioni anche solo occasionalmente più permissive. Solo organismi con un ampio range di 
tolleranza a molteplici e variabili stress possono vivere stabilmente in queste condizioni, per loro 
sono stati coniati diversi termini quali per esempio estremofili, estremotolleranti o ancora poikilo-
tolleranti (resistenti a vari stress; poikilos = di diversi tipi) (Gorbushina, 2007).  
Per questo motivo non esiste roccia al mondo che dopo un periodo di  esposizione all’aria non 
venga prontamente colonizzata. La crescita microbica sulle superfici rocciose segue la complessa 
topografia del substrato. I grani minerali, il materiale cementante, i pori e le fessure formano uno 
schema spaziale che assomiglia ad un microscopico paesaggio sul quale i microrganismi si 
accrescono colonizzandolo. I modi in cui ciò avviene dipende dalla natura degli organismi che 
costituiscono il biofilm e dalle loro capacità intrinseche. Per esempio l’ifa fungina penetra il 
substrato mentre le alghe, i batteri e le microcolonie di funghi lievitiformi si ammassano lungo i 
piani dei cristalli determinando il deterioramento biomeccanico del substrato (Kumar e Kumar, 
1999; Sterflinger, 2000). I colonizzatori microbici tendono a confluire in depressioni favorevoli e 
ad unirsi formando una complessa rete che comprende ife fungine ramificate e matrice 
extracellulare (SAB); queste interconnessioni si formano intorno alle singole cellule, tra le micro 
colonie e si inseriscono fra i grani minerali riempiendo le depressioni, le fessure e gli spazi 
intergranulari (Figura 2). 
Sebbene i microrganismi  siano particolarmente versatili nella colonizzazione delle rocce è bene 
specificare che molto dipende anche dalle caratteristiche della roccia stessa. Infatti, le proprietà 
fisiche, come per esempio la porosità, e gli elementi che compongono la roccia ospite (per 
esempio C, P, K, S ed il contenuto in metalli) possono essere determinanti nell’iniziale 
colonizzazione come pure nella crescita e sopravvivenza delle comunità microbiche (Gleeson et 
al., 2005). Per esempio è stato dimostrato che Al, Si, e Ca hanno un impatto significativo sulla 
struttura della comunità fungina dimostrando che la composizione chimica dei substrati minerali 
è in grado di esercitare una pressione selettiva sulle popolazioni fungine in situ (Gleeson et al., 
2005).  
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Figura 2. Crescita microbica su substrato litico osservate al microscopio elettronico. (A) Colonie batteriche 
sulla superficie di un biofilm algale- fungino; (B) Fungo nero microcoloniale cresciuto in vitro su marmo 
(Gorbushina, 2007). 
 
 
1.2. IL CONTINENTE ANTARTICO E LE COMUNITÀ CRIPTOENDOLITICHE 
DOMINATE DAI LICHENI  
 
L’Antartide è il più isolato dei continenti tanto che le sue coste distano 950 km dal Sudamerica, 
2300 km dalla Tasmania, 2200 km dalla Nuova Zelanda e 3600 km dall’Africa; ha una superficie 
pari a 13,9 milioni di km2 ed è  quasi completamente situata oltre il 60° parallelo. L’Antartide, 
con un’altitudine media di 3 km, è coperta per il 98% dalla calotta glaciale (Fig. 4a), una distesa 
di neve e ghiaccio dalla quale emergono i nunatak, le cime più alte (Fig. 4b). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Mappa del continente antartico 
I territori liberi dai ghiacci si trovano principalmente lungo i tratti costieri dell’estrema Penisola, 
mentre nel continente orientale rimane scoperto meno dell’1% del territorio. Nelle aree deglaciate 
il paesaggio è fatto di rocce nude modellate dal ghiaccio o da terreni detritici (Figura 5); i suoli 
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non sono evoluti ed ospitano una vegetazione primitiva che solo nell’estremità della Penisola 
comprende due specie di piante superiori.  
 
Figura 4. Paesaggi antartici. (A) Distesa di ghiaccio a Morris Basin (foto Laura Zucconi, 2004); (B) Nunatak 
(British Antarctic Survey- www. Photo.antarctica.ac.uk) 
 
Le Valli Secche di McMurdo (McMurdo Dry Valleys), situate nell’Antartide continentale nella 
Terra Vittoria del Sud, si estendono in un'area di 200 km di lunghezza per 80 km di larghezza e 
rappresentano la più estesa superficie libera dai ghiacci in Antartide. Protette dalla catena 
Transartartica, che ne impedisce in larga misura gli scambi con le zone circostanti, è l’ambiente 
deglaciato più estremo al mondo. 
 
Figura 5. Antartide, aree deglaciate. (A e B) Battleship Promontory, Valli Secche di McMurdo, Terra Vittoria del 
Sud. Foto Laura Zucconi, 2004. 
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Quest’area è caratterizzata da condizioni ambientali proibitive; le temperature estremamente 
basse (con medie annue comprese fra -10 e -20°C sulla costa, ma con picchi di -70°C fra aprile e 
settembre), le forti escursioni termiche, le scarse precipitazioni (la media  annua è pari a circa. 130 
mm d’acqua tutta sotto forma nevosa), la bassa umidità, i venti catabatici, l’intenso irraggiamento 
UV, i forti gradienti chimico-fisici che si stabiliscono negli habitat terrestri ed il basso contenuto 
di materia organica impongono le maggiori limitazioni per la sopravvivenza e la crescita 
microbica (Horowitz et al., 1972; Wynn-Williams e Edwards, 2000) tale che la superficie delle 
rocce appare qui essenzialmente sterile. Comunità microbiche, dette criptoendolitiche sfuggono 
alle proibitive condizioni climatiche colonizzando le porosità delle rocce sedimentarie esposte, 
stabilendosi pochi millimetri al di sotto della superficie dove si crea un nanoclima meno 
sfavorevole alla vita. Nelle Valli Secche di McMurdo vengono riscontrate prevalentemente le 
comunità dominate dai licheni (Friedmann, 1982; Friedmann et al., 1988; Nienow e Friedmann, 
1993; de La Torre et al., 2003). Queste comunità appaiono nella roccia arenaria come una zona 
non più spessa di un centimetro composta da bande parallele pigmentate (Figura 6). Sono formate 
da funghi filamentosi, alghe (Cloroficeae, quali Trebouxia sp. e Pseudotrebouxia sp. ) e 
cianobatteri ed è tipicamente stratificata mostrando, al di sotto di una crosta superficiale bruno-
rossastra, una zona nera spessa circa 1 mm, quindi una zona bianca di 2-4 mm e, al di sotto, una 
zona verde dai confini inferiori indistinti (Friedmann, 1982). Nella zona che ospita la comunità, i 
cristalli di quarzo appaiono decolorati a causa della lisciviazione degli idrossidi di ferro da parte 
dell’acido ossalico prodotto dai funghi (Johnston & Vestal, 1993; Nienow e Friedmann, 1993). 
La zona nera e la sottostante zona bianca ospitano il lichene che, nella sua crescita endolitica, ha 
perduto la sua tipica morfologia tale che la sua identificazione risulta difficile. Pur non formando 
un vero e proprio tallo, e avendo perduto la capacità di riprodursi sessualmente, sono comunque 
distinguibili il “micobionte” ed il “fotobionte” e le strette relazioni che li legano. In particolare i 
funghi filamentosi che costituiscono il micobionte hanno ife libere che entrano in contatto con le 
cellule algali (fotobionte) libere tra i cristalli della matrice rocciosa (Kappen, 1993), attraverso la 
formazione di appressori, che si fissano sulla superficie delle cellule fotosintetiche e penetrano in 
esse mediante estroflessioni specializzate, oppure mediante austori, ife specializzate tipiche dei 
funghi parassiti, in grado di penetrare la parete cellulare delle alghe (Friedmann, 1982). É da 
notare che le ife del micobionte sono pigmentate di nero nella zona nera e ialine nella zona bianca 
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probabilmente in risposta all’esposizione ai raggi solari, costituendo così una protezione contro i 
raggi UV (Ahmadjian e Jacobs, 1987; Kappen, 1993).  
Figura 6. Sezione trasversale di roccia arenaria che mostra la colonizzazione criptoendolitica di una comunità 
dominata dai licheni (Battleship Promontory, Convoy Range, Valli Secche di McMurdo, Terra Vittoria del Sud, 
Antartide). Barra = 10 mm (Onofri et al., 2007a). 
 
Sempre nella zona nera sono costantemente presenti funghi neri meristematici non lichenizzati 
caratterizzati da spesse pareti cellulari (Nienow e Friedmann, 1993). Alcuni di questi sono stati 
isolati, identificati e descritti, come le specie Friedmanniomyces endolithicus Onofri (Onofri et 
al., 1999), Friedmanniomyces simplex Selbmann et al., Cryomyces minteri Selbmann et al. e C. 
antarcticus Selbmann et al. (Selbmann et al., 2005) all’interno di due nuovi generi 
Friedmanniomyces Onofri (Onofri et al., 1999) e Cryomyces Selbmann et al. (Selbmann et al., 
2005). 
Nella sottostante zona verde sono presenti alghe verdi tra cui ricordiamo l’alga verde 
Stichococcus sp.,  Hemichloris antartica Tschermak-Woess & Friedmann (cloroficea) e 
Heterococcus endolithicus Darling & Friedmann (xantoficea) entrambe probabilmente 
endemiche, ed i cianobatteri Gloeocapsa sp. e Chroococcidiopsis sp. In questa zona è possibile 
riscontrare anche dei funghi ialini non lichenizzati (Nienow e Friedmann, 1993); occasionalmente 
al di sotto della zona verde si può notare una distinta banda blu-verde formata dal cianobatterio 
Chroococcidiopsis (Friedmann, 1977). Anche molte specie batteriche eterotrofe entrano nella 
composizione delle comunità dominate dai licheni, tra questi ricordiamo Micrococcus roseus 
Flügge, M. agilis Ali-Cohen, Deinococcus radiopugnans Brooks & Murray, Arthrobacter 
aurescens Phillips, Geodermatophilus obscurus Luedemann, Micromonospora calcea 
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(Foulerton) Prskov, Streptomyces gardneri (Waksmann) Waksmann e S. longispororuber 
Waksmann (Hirsh et al., 1988; Siebert et al., 1988). 
Lo studio degli organismi che costituiscono queste comunità risulta basilare per molteplici 
motivi. Infatti tali comunità costituiscono dei sistemi molto semplici a causa dell’assenza di 
interazioni con piante o animali superiori. Inoltre gli organismi che li costituiscono si sono 
evoluti nel completo isolamento genetico e geografico  ed in condizioni ambientali estremamente 
selettive che hanno promosso la radiazione adattativa. Tutto ciò rende le comunità 
criptoendolitiche antartiche ottimi modelli per lo studio dei  meccanismi evolutivi e la formazione 
di endemismi microbici (Vincent, 2000). Gli studi effettuati sui funghi neri meristematici isolati 
da comunità criptoendolitiche antartiche hanno messo in evidenza la presenza di genotipi 
peculiari, alcuni dei quali probabilmente endemici per l’Antartide (Selbmann et al., 2005) 
indicando che negli ambienti estremi si può avviare un processo di speciazione più rapido rispetto 
a quello che avverrebbe in condizioni più permissive (Onofri et al., 2007a). 
Inoltre lo studio dei microrganismi che sopravvivono e vivono nelle rocce antartiche forniscono 
nuovi spunti per lo studio dei meccanismi biologici dell’adattamento e della tolleranza con 
particolare interesse al campo biotecnologico legato per esempio all’uso degli psicrofili nei 
processi industriali (Russell, 1998), senza comunque trascurare l’importanza di questi quali 
modelli per gli studi esobiologici (Gorbushina et al., 2002; Gorbushina, 2003; Onofri et al., 
2004). Infatti alcuni funghi neri criptoendolitici dell’Antartide si sono dimostrati capaci di 
sopravvivere in condizioni spaziali simulate (Onofri et al., 2008); per questo motivo sono stati 
scelti per effettuare degli esperimenti di sopravvivenza sulla parte esterna della piattaforma della 
Stazione Spaziale Internazionale in orbita intorno alla Terra ad un'altezza di ~ 300 km, a 
condizioni di  pressione pari a 10-5 Pa, temperature comprese fra -20 e +20° C, ed esposizione 
completa ai raggi solari (compresi i raggi UV-A, UV-B e UV-C) e radiazione cosmica: 
condizioni normalmente proibitive per la vita.  
  
1.3. I FUNGHI NERI 
 
1.3.1  CARATTERI GENERALI 
 
Questi funghi, fortemente melanizzati, sono organismi estremofili o estremotolleranti, capaci di 
vivere in ambienti oligotrofici caratterizzati da elevate o basse temperature, forte radiazione UV, 
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stress osmotico e combinazioni di questi fattori. L’influenza combinata di questi fattori di stress 
comporta una pressione selettiva molto alta e limita grandemente lo sviluppo di organismi 
cosmopoliti, mentre i funghi neri riescono a svilupparsi in queste condizioni assieme ad altri 
organismi resistenti come licheni e cianobatteri (Sterflinger, 2005).  
Per la loro capacità di formare colonie microscopiche sul substrato roccioso sono stati anche 
definiti  lieviti neri (Sterflinger, 2005) o ancora funghi microcoloniali (MCF, Staley et al., 1982), 
mentre la denominazione di funghi meristematici deriva dalla loro capacità di formare aggregati a 
lenta espansione che assumono la tipica forma a cavolfiore a seguito del loro accrescimento 
isodiametrico (Sterflinger et al., 1999) 
Scoperti e descritti per la prima volta come abitanti di ambienti estremi, in deserti caldi ed in 
Antartide (Krumbein e Jens, 1981; Staley et al., 1982; Henssen, 1987; Danin, 1993; Kuhlman et 
al., 2006; Friedmann, 1982; Nienow e Friedmann, 1993; Onofri e Friedmann, 1999; Onofri et al., 
1999), questi funghi hanno dimostrato una diffusione più ampia essendo stati scoperti quali 
frequenti colonizzatori di ambienti più temperati (Urzì et al., 1995; Sterflinger e Prillinger, 2001; 
Ruibal, 2004; Ruibal et al., 2005). L’interesse relativo a questi organismi è stato dovuto 
essenzialmente al loro alto potere distruttivo a carico di edifici storici ed  opere d’arte in quanto 
capaci di danneggiare molti materiali quali marmo, calcare, arenaria, gesso e vetro (Gorbushina 
et al.,1993; Diakumaku et al., 1995; Wollenzien  et al., 1997; Sterflinger, 2000; Burford et al., 
2003; Sert e Sümbül, 2007). Sarcinomyces petricola Wollenz. & de Hoog, alcune specie di 
Exophiala strettamente correlate con Exophiala jeanselmei McGinnis & A.A. Padhye, patogeno 
opportunista agente eziologico di alcune infezioni nososcomiali, alcune specie di Coniosporium, 
ceppi di Trimmatostroma (alcune specie recentemente riclassificate nel genere Catenulostroma; 
Crous et al., 2007) così come di Phaeotheca e Phaeosclera sono colonizzatori molto comuni 
delle rocce. 
I funghi neri sono stati altresì descritti in associazione a componenti vegetali, come patogeni 
opportunisti, in acque ipersaline (de Hoog et al., 1999) ed isolati in ambienti estremamente acidi 
(Baker et al., 2004; Selbmann et al., 2008). Coniosporium, Trimmatostroma e Catenulostroma 
sono associati alle piante, tuttavia singole specie di questi generi sono associate ad habitat ben 
definiti. Per esempio Coniosporium perforans  Sterfl. si trova esclusivamente sulle rocce 
(Sterflinger et al., 1999) e Trimmatostroma salinum de Hoog & Gunde-Cim. è stato riscontrato 
esclusivamente in acque ipersaline (Zalar et al., 1999). Talvolta le stesse specie possono avere 
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ecologie differenti e possono essere pertanto trovate sia sulle rocce che in altri ambienti. 
Capnobotryella renispora Sugiy è stata isolata da tegole e su Sphagnum (Hambleton et al., 
2003), Catenulostroma abietis ((Butin & Pehl) Crous & U. Braun) da Abies e da arenaria (Butin 
et al., 1996), Hortaea werneckii Nishim. & Miyaji, che insieme a T. salinum Zalar, de Hoog & 
Gunde-Cim., Phaeotheca triangularis de Hoog & Beguin e Aureobasidium pullulans (de Bary) 
G. Arnaud, è stato isolato dalle acque provenienti da saline Slovene (Butinar et al., 2005), è stato 
anche isolato da roccia ed è anche l’agente causale di Tinea nigra nell’uomo. Funghi dei generi 
Mycocalicium, Taeniolella (Ellis, 1976) e Intralichen (Hawksworth e Cole, 2002) sono stati 
osservati su talli lichenici.  
. 
1.3.2 ADATTAMENTO FISIOLOGICO E MORFOLOGICO A CONDIZIONI ESTREME. 
SPECIALIZZAZIONE FINALIZZATA ALLA SOPRAVVIVENZA. 
 
La melanizzazione come pure la spessa parete cellulare protegge le cellule verso le temperature 
estreme ed il disseccamento. La produzione di spore asessuali interne e la loro tipica lenta 
crescita isodiametrica mantiene un rapporto volume /superficie ottimale limitando l’esposizione 
allo stress esterno e consentendo loro la sopravvivenza in condizioni di siccità estrema  
(Wollenzien et al., 1995). La capacità di modificare la polarità cellulare (Yoshida et al., 1996), la 
poca differenziazione accompagnata da un ampio polimorfismo ed infine la loro capacità di  
dipendere esclusivamente da scarsi nutrienti a basso peso molecolare trasportati dal vento 
(oligotrofismo), sono tutte caratteristiche che contribuiscono alla loro stupefacente capacità di 
sopravvivere in ambienti ostili (Gunde-Cimmerman et al., 2005; Amaral Zettler et al., 2002). 
Tuttavia questi non sono gli unici adattamenti messi in atto dai funghi neri infatti risulta molto 
interessante come questi organismi siano riusciti ad abbattere i costi energetici della riproduzione 
rinunciando, almeno apparentemente, alla riproduzione sessuata ed adottando  una strategia 
riproduttiva in cui la moltiplicazione avviene per liberazione di propaguli, per disarticolazione di 
ife preformate (conidiogenesi tallica), per liberazione di endoconidi, conidi blastici, per 
gemmazione o ancora per divisione isodiametrica. (Sterflinger et al., 1999; Sterflinger, 2005; 
Urzì et al., 2000). Ancora risulta molto interessante come i funghi neri che vivono nei deserti, in 
relazione alle condizioni ambientali pressanti e mutevoli che si trovano ad affrontare, hanno 
sviluppato la capacità di andare incontro a periodi di dormienza dai quali possono rapidamente 
ridestarsi a seguito del ripresentarsi di condizioni anche solo occasionalmente più permissive. 
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1.3.3  LE MELANINE 
 
Le melanine sono pigmenti ad alto peso molecolare che determinano la caratteristica  colorazione 
verde scuro, marrone e nera dei funghi neri meristematici e contribuiscono a conferire loro alta 
resistenza agli stress chimico-fisici. 
Formate per polimerizzazione ossidativa di composti fenolici o indolici, spesso complessate con 
proteine e con carboidrati (Butler e Day, 1998), sono molecole idrofobiche cariche negativamente 
(Langerfelder et al., 2003). Possono essere  DOPA-melanine (3,4-dihydroxyphenylalanine) o più 
frequentemente DHN-melanine (1,8-dihydroxynaphtalene; Kogej et al. 2003). Vengono 
sintetizzate in grande quantità (Diakumaku et al., 1995; Butler e Day, 1998) nella parete cellulare 
o come polimeri extracellulari formati enzimaticamente o autossidativamente nel mezzo di 
coltura (Kogej et al., 2004) (Figura 7). 
 
Figura 7. Diffusione di pigmenti melaninici in coltura. (A) Exophiala jeanselmei MA2853 su terreno agarizzato 
(MEA). (B) Cryomyces antarcticus CCFEE 535 su, da sinistra verso destra, MA (primi due tubi), Potato Dextrose 
Agar (PDA) e Oat Meal Agar, ancora da notare la crescita in profondità della colonia. 
 
L’azione foto-protettiva è determinata dalla loro struttura chimica, caratterizzata dalla presenza di 
legami coniugati doppi e dalla predisposizione alla formazione di centri paramagnetici (Butler e 
Day, 1998). In particolare le melanine proteggono le cellule perché sono in grado di assorbire le 
radiazioni, dall’ultravioletto all’infrarosso, e di convertirle in attività vibrazionale e rotazionale 
della molecola che viene perciò dissipata in calore; in più sono in grado di agire come sink per i 
radicali liberi citotossici.  
Altri studi hanno dimostrato che le melanine fungine possono legare ed inattivare, talvolta in 
maniera irreversibile, gli enzimi di lisi per la parete cellulare fungina (Butler e Day, 1998) come 
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pure sono in grado di proteggerli dalla disidratazione (Sterflinger e Krumbein, 1995; Sterflinger, 
1998), dagli stress osmotici (Kogej et al., 2001; Sterflinger, 2005), dalle temperature estreme 
(Bell e Wheeler, 1986) e da specie chimicamente reattive dell’azoto e dell’ossigeno (Sterflinger, 
2005). 
Le melanine risultano importanti anche per la penetrazione nei tessuti ospiti delle piante e degli 
animali (Bell e Wheeler, 1986); da sola non è sinonimo di patogenicità, dal momento che funghi 
noti per la loro capacità di penetrare meccanicamente materiale inorganico duro contengono 
melanina ma non sono patogeni (Langfelder et al., 2003). 
 
1.3.4 ALTRE SOSTANZE 
 
Sebbene le melanine rivestano un ruolo molto importante nella determinazione della resistenza 
agli stress che contraddistingue i funghi neri meristematici, non sono certamente le uniche 
sostanze coinvolte. Esistono infatti numerosi composti che partecipano alla protezione dai raggi 
UV (Gorbushina et al., 2003), che svolgono funzione osmoprotettrice (Kogej et al., 2006), 
agiscono come antiossidanti (Volkmann et al., 2003) o altro ancora. Ad esempio le micosporine, 
sostanze caratterizzata da un aminocicloesenone (aminocyclohexenone) legato ad un gruppo 
aminoacidico o aminoalcolico, è stato riconosciuto inizialmente quale fattore morfogenetico 
durante la sporulazione e come potettivo dai raggi UV (tra 310 e 320 nm) (Bandaranayake, 1998; 
Plemenitaš et al., 2008 ). Tuttavia sulla base della loro struttura chimica le oxo-micosporine 
fungine possono avere un’attività antiossidante, ed in alcuni casi esse hanno assunto durante 
l’evoluzione persino altre funzioni additive (Shick e Dunlap, 2002 ). La presenza costante delle 
micosporine nei MCF pare sia connessa con la crescita ifale, l’autoinibizione e lo stato di 
dormienza, legato ai periodi sfavorevoli (Sterflinger, 1998); esse regolano  inoltre la divisione ed 
aiutano, così, le cellule non sporulanti a differenziarsi come strutture vegetative specializzate 
(Gorbushina et al., 2003). 
Ancora gli osmoliti, ovvero composti a basso peso molecolare che ostacolano i fenomeni 
osmotici, offrono protezione dalla disidratazione, dallo stress osmotico nonché dalle basse 
temperature. Essi vengono prodotti ed accumulati all’interno della cellula; tra questi ricordiamo i 
polioli (es. glicerolo, il mannitolo, l’arabitolo) ed alcuni zuccheri derivati, come il trealosio 
(Brown, 1978). In particolare i polioli, quali per esempio il glicerolo, ricoprono diversi ruoli 
nell’osmoregolazione dei funghi (Lewis e Smith, 1967), proteggendoli dagli effetti delle basse 
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temperature, abbassando il punto di congelamento del fluido intracellulare (Nash, 1966), come 
regolatori coenzimatici, come riserve di carboidrati e composti traslocatori (Jennings, 1984). 
Ancora il trealosio contribuisce alla stabilizzazione degli enzimi e del doppio strato lipidico della 
membrana cellulare, e come osmolita in risposta ad alte concentrazioni saline (Sterflinger, 1998). 
La produzione di sostanze polimeriche extracellulari quali gli esopolisaccaridi (EPS) 
contribuiscono a preservare i funghi neri mantenendone la struttura, agendo come barriere 
protettive, controllando la disponibilità di acqua ed intrappolando le sostanze nutritive, particelle 
organiche ed inorganiche (Urzì e Realini, 1998; Gorbushina, 2003). Pare che alcuni funghi 
antartici siano in grado di produrre esopolisaccaridi in risposta a condizioni di congelamento e 
scongelamento proteggendo, probabilmente, le cellule dal cambiamento della permeabilità agli 
ioni Na+ e K+ ed agendo, sulla viscosità della soluzione extracellulare evitando l’eccesso di 
stress (Selbmann et al.,2002; Selbmann et al. 2005). 
 
1.3.5   IDENTIFICAZIONE 
 
I funghi neri da un punto di vista morfologico sono accomunati dal fatto di essere poco 
differenziati e di produrre melanine che determinano la loro colorazione verde scuro, marrone o 
nera, ne incrostano fortemente le pareti e contribuiscono a conferire loro alta resistenza agli stress 
chimico-fisici (Jacobson, 2000). La scarsa differenziazione ne rende molto difficile 
l’identificazione su base morfologica, pertanto in passato molti di questi organismi sono stati 
misidentificati e collocati in gruppi tassonomici errati. Ma negli ultimi anni le tecniche 
molecolari hanno costituito un potente mezzo per studiare la sistematica di questi funghi: 
evidenziando i limiti delle tecniche precedenti, si è messo in luce che organismi inclusi su base 
morfologica nello stesso genere appartenevano in realtà ad ordini differenti. Pertanto oggi non è 
raro trovare organismi con lo stesso nome generico in ordini diversi (Sterflinger et al., 1999; 
Selbmann et al., 2005). 
Grazie a studi di filogenesi molecolare si è potuto verificare che dal punto di vista sistematico i 
funghi neri delle rocce appartengono a due gruppi di ascomiceti: Dothideomycetes and 
Eurotiomycetes (Sterflinger et al. 1999, de Hoog et al. 1999, Ruibal 2004, Ruibal et al. 2005, 
2008, Sert et al. 2007). La posizione filogenetica dei diversi gruppi di funghi neri delle rocce 
nella classe Dothideomycetes è stata recentemente definita sulla base di un’analisi multi locus 
basata su 5 target genici (Ruibal et al., 2009). 
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Anche i funghi neri delle comunità criptoendolitiche del deserto antartico sono stati recentemente 
studiati con queste tecniche mettendo in evidenza genotipi estremamente deviati, alcuni dei quali 
probabilmente endemici per l’Antartide (Selbmann et al., 2005); ma mentre il genere 
Friedmanniomyces ricade nell’ordine Capnodiales per il genere Cryomyces non è stato possibile 
definire alcun ordine di appartenenza. Tale situazione risulta tuttavia piuttosto comune per i 
funghi neri delle rocce (Ruibal, 2004) in quanto fino a poco tempo fa la prevalenza degli studi 
filogenetici effettuati su questi organismi venivano effettuati su un gran numero di campioni ma 
utilizzando marker genici a rapida evoluzione (Ruibal, 2004; Sert et al., 2007) oppure su marker 
ad evoluzione più lenta ma su un numero ristretto di campioni per taxon (Sterflinger et al., 1997; 
Sterflinger et al., 1999). 
Appare pertanto chiaro che ancora molta strada deve essere percorsa prima di poter ottenere un 
quadro completo riguardo la collocazione tassonomica dei funghi neri delle rocce, soprattutto 
perché sono ancora limitate le conoscenze circa la loro biodiversità, per carenza di studi condotti 
su vasta scala.   
Ciò assume particolare rilievo se consideriamo per esempio che le stime più recenti riguardo il 
numero reale delle specie fungine parlano di 1,5 milioni di specie contro le circa 74.000 finora 
descritte, si arriva a 120.000 considerando i funghi senza un nome, e si ritiene inoltre che gli 
habitat inesplorati, tra cui troviamo gli ambienti estremi e tra questi le rocce, costituiscano un 
serbatoio di specie sconosciute (Hawksworth, 2001; Hawksworth e Rossman, 1997). 
 
1.4  SISTEMATICA ED EVOLUZIONE DEI FUNGHI  
 
  1.4.1 STUDI FILOGENETICI PER LA CLASSIFICAZIONE DEI FUNGHI 
 
Le tecniche di biologia molecolare applicate in campo sistematico costituiscono uno degli 
sviluppi più affascinanti avvenuti nella decade passata. Attraverso la comparazione di sequenze 
omologhe basate sulla valutazione delle mutazioni che nel tempo si sono accumulate, la 
filogenesi molecolare permette di ricostruire il cambiamento evolutivo delle molecole analizzate, 
le relazioni filogenetiche tra gli organismi studiati , come pure ottenere informazioni relative alle 
dinamiche di popolazione, basilari per la comprensione dei processi di diffusione ed adattamento 
(Moore e Frazer Novak, 2002).  
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La sistematica micologica è probabilmente la disciplina che a seguito dell’introduzione dei 
metodi molecolari ha subìto i più drastici cambiamenti, una vera e propria rivoluzione della 
tassonomia iniziata nei primi anni ’90.  
Infatti le analisi filogenetiche compiute sia sul DNA ribosomiale sui geni codificanti le proteine 
suggeriscono che i funghi siano molto più prossimi agli animali piuttosto che alle piante (Lutzoni 
et al., 2004). Le analisi molecolari hanno altresì dimostrato che alcuni eucarioti eterotrofi che 
sono stati classificati come Fungi, quali per esempio le muffe mucillaginose, sia plasmodiali che 
cellulari, e le muffe acquatiche (Myxomycota, Dictyosteliomycota e Oomycota rispettivamente) 
sono ora incluse fra i Protista. Allo stesso modo alcuni eucarioti unicellulari precedentemente 
classificati come “protisti” hanno dimostrato l’appartenenza al regno dei Fungi. Tra questi 
ricordiamo Pneumocystis carinii, importante patogeno umano, ed i Microsporidia, parassiti 
endocellulari amitocondriati di animali (Keeling et al., 2000). Il numero di pubblicazioni 
riguardanti studi tassonomici su singoli gruppi di Fungi è talmente elevato che sarebbe troppo 
lungo elencarli tutti; tra questi spiccano il lavoro in cui viene proposto per i glomeromiceti, 
precedentemente considerati un ordine nel Phylum Zygomycota, il Phylum Glomeromycota 
(Schüßler et al., 2001). Tuttavia esistono alcuni lavori veramente significativi ai fini della 
riorganizzazione sistematica del regno Fungi a partire dai ranghi tassonomici più alti; tra questi 
citiamo i lavori di Taylor et al., 2004, Lutzoni et al., 2004, Adl et al., 2005 ed ultimo in ordine di 
tempo Hibbett et al., 2007. Questa nuova classificazione prevede un Regno, un Sottoregno, sette 
Phyla, dieci Subphyla, 35 classi, 12 sottoclassi e 129 ordini.  Le più importanti modifiche 
riguardano i taxa che tradizionalmente venivano posizionati tra i Zygomycota, Phylum che 
formalmente non esiste più, e tra i Chytridiomycota, a seguire vengono riportati i quadri 
riassuntivi (Figure 8, 9 e 10). 
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Figura 8. Filogenesi e classificazione dei Fungi. La lunghezza dei rami non è proporzionale alle distanze genetiche 
(Hibbett et al., 2007). 
 
 
Figura 9. Filogenesi e classificazione dei Fungi . Basidiomycota (Hibbett et al., 2007). 
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Figura 10. Filogenesi e classificazione dei Fungi . Ascomycota (Hibbett et al., 2007). 
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1.4.2 IL CONCETTO DI SPECIE NEI FUNGHI 
 
Le proposte continue riguardo nuovi concetti di specie possono portare a credere che non ci sia 
un accordo unanime riguardo alla definizione di specie. 
Al contrario dopo aver dibattuto lungamente tutti i moderni biologi si sono trovati d’accordo sul 
fatto che le specie corrispondono a segmenti di lignaggi evolutivi che evolvono 
indipendentemente gli uni dagli altri (de Queiroz, 1998). 
La disputa apparentemente senza fine circa il concetto di specie deriva dalla confusione tra la 
definizione di specie (che descrive il tipo di entità che rappresenta una specie) e i criteri di 
specie (standard per giudicare e riconoscere se un individuo possa o meno essere considerato 
membro della stessa specie). Molti dei cosiddetti “concetti di specie” in realtà corrispondono ai 
criteri di specie, cioè modi pratici di riconoscere e delimitare le specie (de Queiroz, 2007; Hey, 
2006; Taylor et al., 2000). Il concetto biologico di specie (BSC) per esempio enfatizza 
l’isolamento riproduttivo, il concetto morfologico di specie (MSC) sottolinea la divergenza 
morfologica, il concetto ecologico di specie (ESC) focalizza l’adattamento ad una particolare 
nicchia ecologica ed il concetto filogenetico di specie (PSC) dà rilievo alle differenze 
nucleotidiche. Questi criteri di specie corrispondono a diversi eventi che accadono durante la 
separazione e la divergenza dei lignaggi, piuttosto che a differenze fondamentali in quello che è 
considerato  rappresentare una specie. Esistono diverse ragioni che spiegano perché alcuni di 
questi criteri non possono essere universali; (i) la speciazione è un processo ad estensione 
temporale, ma questa varia enormemente nel suo cammino da organismo ad organismo. (ii) la 
speciazione può avvenire con diverse modalità, durante la quale il carattere usato per il 
riconoscimento della specie non appare necessariamente  nello stesso ordine cronologico, (iii) le 
caratteristiche di certi organismi rendono alcuni criteri di difficile applicazione. Se prendiamo 
come esempio il più conosciuto concetto di specie: il BSC, in cui  capacità di incrociarsi delimita 
i livelli di infraspecie, ed identifica le “specie biologiche” come gruppi tra loro sterili (Mayr, 
1942) possiamo trovarvi applicazione negli animali superiori ma non nei funghi che mancano di 
meiospore. Tale problema risulta tutt’altro che trascurabile visto che circa il 20% dei funghi 
conosciuti risultano morfologicamente asessuali e non producono meiospore (Reynolds, 1993). 
Altri funghi sono omotallici e possono produrre meiospore senza un partner. Quindi con questi 
funghi non è sufficiente la presenza di meiospore per dedurre l’accoppiamento, ma sono 
necessari marcatori genici per verificare che la progenie abbia due genitori. Inoltre alcuni funghi 
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eterotallici non possono essere indotti all’accoppiamento in coltura ed altri, circa il 15% delle 
specie conosciute, non possono essere coltivati affatto (Taylor et al., 2006). Per tutti questi motivi 
non è possibile applicare il concetto biologico di specie né quindi considerare l’interfecondità 
come limite alla specie. Il concetto di specie utilizzato prevalentemente è quello morfologico 
(MSC) così come quello utilizzato per riconoscere le specie è il MSR (Morphology Species 
Recognition). Tranne alcune eccezioni, i circa 70.000 funghi sono stati identificati attraverso 
caratteri morfologici ed altri caratteri fenotipici, (per esempio crescita a diverse temperature), la 
produzione di  metaboliti secondari o la produzione di pigmenti (Taylor et al., 2000). Questo 
criterio è stato applicato da moltissimi autori e per molto tempo descrivendo nuovi taxa che 
venivano poi raffronti quelli già esistenti. La debolezza del MRS è che le specie riconosciute con 
questo metodi spesso comprendono più di una specie quando vengano utilizzati altri metodi 
identificativi quali per esempio quello filogenetico. 
Più recentemente ha guadagnato maggiore considerazione il concetto filogenetico di specie (PSC) 
che estende la filogenetica oltre il limite dei gruppi geneticamente isolati in individui 
interfecondi. Mayden nel 1997 mise in evidenza il fatto che esistono diverse versioni del PSC. La 
versione originale di Cracraft (1983) uguagliava una specie filogenetica con: “... il più piccolo 
cluster individuabile in cui vi è un pattern contenente ancestori e discendenti”. Il criterio di 
monofilia deriva dalla necessità di avere un carattere derivato mostrato da tutti i membri della 
specie, cioè deve essere un carattere sinapomorfo (Rosen, 1978), e una combinazione delle due 
idee di un cluster identificabile e di un’apomorfia condivisa è stata sostenuta da McKitrik e Zink 
(1988). Lo svantaggio di questo tipo di criterio (PSC) è che gli individui si raggruppano molto 
bene, ma la decisione di dove posizionare il limite della specie è soggettivo. Per esempio se un 
gene è polimorfico e presenta  due alleli (A, B) negli individui della specie, e questo stesso gene 
viene utilizzato per il riconoscimento della specie con metodi filogenetici potrebbe succedere che  
gli individui che condividono l’allele A potrebbero essere chiamati specie ad esclusione di coloro 
che condividono l’allele B. Certamente aggiungere più informazioni, come per esempio la 
capacità di incrociarsi potrebbe porre evitare questi errori. (Baum e Donoghue, 1995). Tuttavia, 
come è già stato detto, molti funghi non possono essere testati per la loro capacità di incrociarsi e 
senza questa informazione si potrebbe rimanere nell’incertezza non sapendo se il gene preso in 
considerazione sia in realtà polimorfico all’interno della stessa specie oppure fissato in alleli 
diversi in due specie distinte. 
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Si può ovviare alla soggettività della determinazione dei limiti della specie facendo affidamento 
sulla concordanza di genealogie basate su più geni. Mayden ha chiamato questo tipo di PSC 
“Concetto della Concordanza Genealogica” che ha portato al relativo concetto per il 
riconoscimento della specie coniato da Taylor: GCPSR (Genealogical Concordance Phylogenetic 
Species Recognition; Taylor et al., 2000). In pratica vengono utilizzati più geni non collegati 
(unlinked) per verificare la mancanza di scambio genico e conseguentemente l’indipendenza dei 
lignaggi (Figura 11). Questo criterio si è dimostrato utilissimo nei funghi, in quanto permette 
spesso una discriminazione più fine rispetto agli altri criteri ed è attualmente il metodo più usato 
per questo Regno (Giraud et al., 2008). É da notare tuttavia che il limite di specie risulta 
comunque di difficile definizione per i funghi che non ricombinano e che si riproducono 
clonalmente. Infatti il sistematico si troverebbe a dover decidere se una singola mutazione possa 
essere sufficiente per definire una nuova specie.  
Figura 11. Concetto di concordanza genealogica utilizzata per la determinazione del limite di specie Taylor et 
al., 2000 
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1.4.3      GENOMA FUNGINO E SUA EVOLUZIONE. 
 
L’ultimo decennio ha segnato la rivoluzione nella genomica del regno dei funghi. A partire dal 
sequenziamento del primo fungo nel 1996, il numero di sequenze di interi genomi fungini è 
aumentato di un ordine di grandezza. Più di 40 genomi fungini sono stati completati e pubblicati 
mentre un numero uguale è attualmente i fase di sequenziamento cosa che rende la campionatura 
di  genomi dal regno dei funghi più ampia  rispetto  a qualsiasi altro regno. Inoltre molte delle 
specie sequenziate risultano molto vicine, come per esempio i Saccharomyces “sensu stricto” i 
cui membri del gruppo sono così strettamente correlati che possono incrociarsi e produrre ibridi 
vitali ( Naumov et al., 2007, 2000; Marinoni et al., 1999). La diversa biologia e morfologia dei 
funghi, unita alla disponibilità di informazioni contenute nelle sequenze genomiche, rende il 
regno dei Fungi l’unico gruppo nei quali si possa studiare l’evoluzione del genoma eucariotico, 
ed i metodi che sono stati sviluppati per l’analisi, come  anche i risultati raggiunti possono essere 
utilizzati come aiuto nell’analisi comparativa dei genomi negli altri regni eucariotici (Cornell et 
al., 2009). 
Le differenze nelle sequenze di DNA vengono definiti “polimorfismi del DNA” e costituiscono la 
base per l’analisi diretta del genotipo utilizzando metodi molecolari. I polimorfismi del DNA 
hanno due grossi vantaggi rispetto alle classiche mutazioni funzionali. La prima è che questo 
viene rilevato sul DNA senza la necessità di dover rilevare prima una mutazione nel fenotipo; la 
seconda è che hanno una frequenza molto alta in quanto non sono legati alle sole regioni 
codificanti (Moore e Novak Frazer, 2002). 
Mediamente un segmento di DNA nucleare fungino può essere costituito fino al 30% da 
sequenze non codificanti ( cioè da spaziatori, introni e diversi tipi di sequenze ripetute). Sebbene 
questo rapporto possa apparire come uno spreco, in realtà i genomi fungini risultano molto 
compatti soprattutto se confrontati con il genoma dell’uomo o di altri eucarioti dove le sequenze 
non codificanti possono raggiungere il 95% di tutto il genoma.  
Poiché solo una frazione dell’intero genoma è codificante, molti di questi cambiamenti non 
hanno ripercussioni sul fenotipo dell’organismo e come tale non sono soggetti a selezione e 
quindi possono persistere nella popolazione a differenza delle mutazioni che insorgono in regioni 
codificanti. Ancora possono verificarsi delle duplicazioni geniche che possono determinare 
l’acquisizione di nuove funzioni. I geni duplicati possono essere conservati se costituiscono un 
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vantaggio sia per l’effetto che può sortire l’aumentato dosaggio del gene che per aumentata 
diversificazione. Al contrario il gene duplicato può essere perduto ( Cornell et al., 2009). Quindi 
si può verificare sia un aumento che una perdita di materiale genetico. In generale i genomi di 
vaste dimensioni comportano un aumento nell’espressione genica ma anche un aumento nei costi 
di propagazione cellulare tale che per poter essere mantenuti devono poter fornire a queste cellule 
più grandi un aumento di fitness (Jeffares et al., 2006; Berg e Kurland, 2002; Keeling e 
Slamovits, 2005).  
Al contrario da una riduzione del genoma ci si aspetta una diminuzione dei costi di propagazione. 
L’evoluzione riduttiva può essere raggiunta attraverso la perdita differenziale di sequenze 
codificanti e/ non codificanti (compattazione) (Keeling e Slamovits, 2005). Per esempio Theileria 
si è evoluta attraverso la perdita di geni e compattamento degli spaziatori intergenici, mentre 
Paramecium ha eliminato solo piccole porzioni di geni ma ha marcatamente ridotto il numero dei 
suoi introni (Keeling e Slamovits, 2005). Nel Regno dei Fungi risulta molto interessante 
l’evoluzione del genoma di  S. cerevisiae che ha subito una duplicazione dell’intero genoma, per 
poi rimuovere ~ 85% delle sequenze duplicate (Wolfe e Shields, 1997; Dujon et al., 2004). 
L’evoluzione del contenuto genomico, da quanto possiamo evincere dalla figura 12, non è 
uniforme (Kurland et al., 2006). Studi filogenetici indicano che  non è possibile individuare un 
trend evolutivo nelle le variazioni delle dimensioni del genoma dei funghi ma che piuttosto si 
siano verificati irregolari ingrandimenti del genoma (che include duplicazioni) come pure 
riduzioni. Esempi di circostanze ecologiche che hanno condotto alla riduzione sono numerosi e 
spesso legati ad endoparassiti endocellulari che mantengono solo pochi geni e perdendone 
parecchi responsabili della flessibilità metabolica. Nonostante i progressi compiuti in questo 
campo rimane ancora molto da capire anche riguardo al reale peso e funzione delle sequenze non 
codificanti ( in particolare quelle introniche che risultano particolarmente numerose in alcuni 
gruppi); ovvero se questi tratti contribuiscono in qualche modo alla regolazione o alla differente 
adattabilità all’ambiente e se queste sono soggette ad una selezione naturale.  
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Figura 12. Dimensioni del genoma (in megabasi). Come illustrato in questa filogenia fungina, le dimensioni 
possono variare anche consistentemente nei vari lignaggi come conseguenza di eventi duplicativi del genoma o a 
seguito di evoluzione riduttiva. GD, Duplicazione genomica; RE, Evoluzione riduttiva (Kurland et al., 2006).  
 
1.4.4. SESSO E RICOMBINAZIONE NEI FUNGHI 
 
Come noto il ciclo vitale dei funghi può risultare piuttosto complicato in ragione della duplice 
modalità attraverso cui molti di essi possono riprodursi. Tuttavia è bene notare che la/le modalità 
con cui una specie si riproduce può avere anche delle implicazioni di carattere evolutivo.  
Quasi tutte le teorie che riguardo l’evoluzione del sesso focalizzano l’attenzione sulla 
promozione della variabilità attraverso la ricombinazione, che sarebbe necessaria per consentire 
alle specie di evolvere in maniera sufficientemente rapida per far fronte ai concorrenti, ai parassiti 
a rapida evoluzione ed ai cambiamenti ambientali (Carlile et al., 2001). Tuttavia la selezione 
naturale agisce favorendo le caratteristiche di un individuo e della sua immediata progenie senza 
dimenticare poi che il sesso è un’attività che implica dei costi e che non comporta dei benefici a 
breve termine (Brown, 1999). 
L’evoluzione del sesso è stato oggetto negli ultimi anni di numerosi dibattiti e diversi teorie sono 
state proposte e più di una volta è stato osservato, probabilmente correttamente, che diverse 
specie che hanno diversi cicli vitali sono anche esposte a diversi ambienti ( Carlile et al., 2001).  
Tuttavia due importanti teorie ipotizzano che il sesso aumenti la fitness attraverso l’eliminazione 
dei geni dannosi. La prima di queste è nota come Muller-ratchet (Muller, 1964). Considerando un 
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nuovo lignaggio asessuale che è ben adattato al suo ambiente, col passare del tempo i suoi 
individui accumuleranno delle mutazioni sfavorevoli. Chiaramente come il numero di mutazioni 
cresce il numero di individui che ne sono completamente privi diminuisce finché tutti gli 
individui possiedono almeno una mutazione. Una conseguenza di ciò è che la popolazione dotata 
di maggiore fitness (e quindi senza mutazioni) verrà perduta ed in casi estremi la mutazione 
acquisita potrà risultare così importante che potrà determinare l’estinzione  del lignaggio. Al 
contrario nelle popolazioni a riproduzione sessuata gli alleli più favorevoli che sono mutati 
potranno ricombinare ad ogni generazione tale che è ragionevole credere che individui dotati di 
maggiore fitness possano essere continuamente ricreati. La seconda ipotesi è quella di 
Kondrashov nota anche come ipotesi della mutazione derministica (deterministic mutation 
hypothesis; Kondrashov 1982, 1984). Essa assume che la maggior parte delle mutazioni deleterie 
lo siano sono in maniera superficiale e che l’aggiunta di nuove mutazioni abbia un effetto 
additivo sulla fitness dell’organismo. In pratica per  Kondrashov la popolazione tenderà ad essere 
composta da individui con poche mutazioni. Grazie al sesso che determina la ricombinazione dei 
genotipi tenderà a formare individui con poche mutazioni e con molte mutazioni che risulteranno, 
in quest’ultimo caso meno adatti all’ambiente e tenderanno a scomparire. In pratica la 
riproduzione sessuata viene vista come il mezzo per compartimentalizzare le mutazioni. 
Alla luce di queste teorie nasce quindi la necessità di capire come certi funghi, che sembra non 
operino né la riproduzione sessuata né alcun tipo di ricombinazione, abbiano potuto ovviare 
all’estinzione.  
Tale problematica risulta particolarmente evidente nell’intero Phylum Glomeromycota, funghi 
micorrizici che si sono separati dagli altri funghi 400 milioni di anni fa. Studi molecolari hanno 
dimostrato che le spore multinucleate di questi funghi contengono una popolazione di nuclei 
geneticamente divergenti, talvolta con sequenze nucleotidiche così diverse da sembrare 
appartenenti a famiglie diverse. Questo probabilmente fornisce un’alternativa valida al sesso in 
cui la selezione naturale opera favorendo gli individui con un migliore bilanciamento della 
popolazione di nuclei geneticamente diversi. Alcuni autori (Carlile et al., 2001) fanno presente 
che comunque questi organismi, vivendo in simbiosi endofitica con le piante, risultano 
largamente protetti dagli effetti dell’ambiente, ma allora come possiamo spiegare che in natura 
esistono organismi, che non istaurano simbiosi, come i rotiferi bdelloidi e che sopravvivono 
ormai da 80 milioni di anni riproducendosi solo per via asessuata? Recenti ricerche (Gladyshev et 
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al., 2008) hanno evidenziato in questi organismi un massivo trasferimento orizzontale di geni 
(horizontal gene transfer, HGT) prima documentato solo in poche specie associate da rapporti di 
endosimbiosi o parassitismo. In particolare sono stati riscontrati geni che sembrano provenire da 
batteri, funghi e piante concentrati nelle regioni telomeriche, insieme a diversi elementi 
trasponibili. Alcuni di questi geni risultano difettivi, mentre altri sono intatti e vengono trascritti; 
alcuni di questi ultimi sono contenuti negli introni spliceosomali. In questo modo si è dimostrato 
che l’acquisizione e l’assimilazione di geni esogeni può costituire un’importante forza evolutiva 
per i rotiferi bdelloidi aprendo quindi nuove prospettive sui sistemi di ricombinazione e 
mantenimento della variabilità genetica per gli organismi che si riproducono asessualmente.  
 
1.4.5. ENDEMISMO MICROBICO: FANTASIA O REALTÀ? 
 
La colonizzazione microbica è legata alla produzione di propaguli vitali, in grado di diffondere, di 
avere a disposizione un micro-habitat, a sua volta dipendente dal substrato e dal clima per la 
disponibilità d’acqua, ed un tipo di crescita efficace (Onofri, 1999).  
In una serie di pubblicazioni Fenchel e Finlay hanno dimostrato che un gran numero di specie di 
eucarioti microscopici riconosciute morfologicamente e più piccoli di 1–10 mm hanno una 
distribuzione globale affermando che non c’è una relazione tra le distanze geografiche e quelle 
genetiche (Finlay, 2002; Fenchel e Finlay, 2004) e postulando come la distribuzione globale dei 
piccoli organismi influisca sulla struttura delle comunità microbiche (Fenchel e Finlay, 2004). 
Partendo dall’affermazione di Baas- Becking (Baas-Becking, 1934) “Tutto è dappertutto, l’ambiente 
seleziona” sviluppata riguardo specie cosmopolite, Finlay e Fenchel l’hanno applicata a studi effettuati 
su piccoli animali acquatici e protisti di due siti uno d’acqua dolce nel Regno Unito  ed uno marino in 
Danimarca traendo poi conclusioni su tutti i piccoli eucarioti, acquatici e terrestri, e poiché i procarioti 
sono molto più piccoli e parecchi ordini di grandezza più numerosi hanno meno degli eucarioti 
microscopici la possibilità di essere bloccati da barriere geografiche. Recentemente la loro ipotesi è 
stata confutata attraverso l’uso della genetica molecolare per diversi tipi di microbi (LaChance, 
2004), inclusi procarioti (Whitaker et al., 2003), diatomee (Telford et al., 2006) e protisti (Katz et 
al., 2005; Foissner. 2006) e, sebbene il regno dei Fungi sia stato escluso dall’accesa dissertazione 
riguardo la globale distribuzione degli eucarioti microscopici (unicellulari), Taylor e colleghi 
(Taylor et al.. 2006) hanno spiegato i motivi per cui essi costituiscano il gruppo ideale per testare 
specificatamente l’ipotesi avanzata da  Fenchel e Finlay. Infatti molte sono le specie saprotrofe (a 
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vita libera) che abitano un’ampia gamma di ambienti, quasi tutti i funghi possiedono dei propaguli 
al di sotto di 1 mm (quasi tutte le spore sono di due ordini di grandezza più piccoli di questa 
misura) e molti di essi mostrano delle strutture adatte ad una loro vasta dispersione. Ancora, 
sebbene per lungo tempo i micologi abbiano utilizzato i caratteri morfologici per dedurre la 
tassonomia di funghi, in nessun altro gruppo di eucarioti è stato adoperato con successo il metodo 
filogenetico per il riconoscimento delle specie. Taylor e colleghi, utilizzando 5 generi fungini 
molto comuni e a vita libera (quattro a distribuzione poco meno che globale: Neurospora e 
Saccharomyces per gli Ascomycota, Schizophyllum e Lentinula per i Basidiomycota, ed 
Aspergillus fumigatus l’unico fungo riconosciuto quale cosmopolita) hanno dimostrato che anche 
questi piccoli eucarioti mostrano una distribuzione geografica, a livello di specie, simile a quelle 
degli eucarioti di più grandi dimensioni. Alcuni funghi hanno una distribuzione limitata, 
endemica, altri hanno una distribuzione continentale ed almeno una è cosmopolita. In tutti i casi, il 
riconoscimento della specie attraverso i caratteri morfologici si è dimostrato meno restrittivo 
rispetto a quelli basati sull’isolamento genetico e riproduttivo. Pertanto le ipotesi di distribuzione 
globale per i piccoli eucarioti basati sullo studio delle morfospecie deve essere guardato con 
cautela. Inoltre finché le ipotesi vengono confutate utilizzando studi che impiegano i criteri BSR 
(Biological Specis Recognition) e PSR (Phylogenetic Species Recognition) qualunque 
conclusione circa la struttura della comunità microbica risulta prematura. Tuttavia Taylor e 
colleghi cercano di riconciliare i risultati ottenuti nello studio effettuato sui fungi utilizzando i 
criteri PSR o BSR con la dimostrazione di Fenchel e Finlay riguardo la drammatica diminuzione 
della percentuale di morfospecie endemiche di protisti quando le dimensioni dell’organismo 
cadono al di sotto dei  1–10 mm (Figura 13a). Essi affermano che esistono due ragioni perché 
utilizzando i criteri MSR, BSR e PSR si trovano le stesse specie (o quasi la stessa specie) nei 
organismi più grandi (macrorganismi) e non  negli organismi microscopici. La prima e più ovvia 
ragione è che il numero dei caratteri morfologici in organismi di più grandi dimensione è 
potenzialmente maggiore. Infatti, essi affermano che non ha importanza quanti caratteri 
morfologici si possano trovare in un organismo unicellulare perché un organismo formato da due 
cellule ne dovrà avere almeno il doppio. Come il numero di cellule aumenta, la morfologia appare 
in maniera macroscopica, e quindi diventa più semplice l’osservazione tale che non è necessario 
ricorrere al confronto di caratteri microscopici per distinguere per esempio un grizzly da un orso 
bruno. La seconda ragione della discrepanza riscontrata tra micro e macro- organismi riguardo al 
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riconoscimento delle specie con i criteri MSR, BSR e PSR è evidente nel caso dei funghi. 
L’endemismo può essere provato solo quando i caratteri utilizzati per effettuare la valutazione 
tassonomica  evolvono ad un tasso che è abbastanza veloce da produrre differenze fra le specie 
evolute (Figura 13a). Alcuni caratteri possono essere l’evidenza molecolare dell’isolamento 
genetico, riproduttivo o di un carattere morfologico. Per quanto riguarda i funghi considerati nello 
studio, si è visto che l’isolamento genetico precede l’isolamento riproduttivo e che la 
differenziazione morfologica sopravviene per ultima. Quindi utilizzare esclusivamente la 
morfologia per la distinzione dei gruppi tassonomici comporterebbe una sottostima degli 
endemismi eventualmente presenti. 
Figura 13. Rappresentazione grafica della possibile spiegazione per le differenze osservate negli studi di 
endemismo microbico utilizzando PSR, BSR ed MSR.  I caratteri morfologici evolvono più lentamente rispetto a 
quelli usati per PSR o BSA, di conseguenza il riconoscimento dei gruppi tassonomici è più ampio rispetto a quello 
delle specie mascherando così gli endemismi. (a) L’osservazione di  Fenchel e Finlay che la percentuale delle 
morfospecie cosmopolite è molto più alto nei microrganismi, con un punto di flesso a circa 1–10 mm. I dati ottenuti 
nei funghi suggeriscono che i caratteri morfologici evolvono più lentamente nei piccoli organismi, tale che il 
riconoscimento dei gruppi tassonomici risulta meno preciso mascherando così gli endemismi.  (b) Relazione tra tasso 
di evoluzione di un carattere e risoluzione tassonomica. I caratteri a rapida evoluzione determinano una migliore 
risoluzione e sono ottimi per rilevare le più fini differenze. In particolare  PSR è utilizzato di norma su caratteri 
polimorfici negli isolati in studio e risulta pertanto appropriato per la risoluzione a livello di specie (Taylor et al., 
2006).  
1.4.6. LA SPECIAZIONE NEI FUNGHI. 
 
La speciazione, cioè il meccanismo attraverso il quale da una specie se ne originano due, è uno 
problemi  basilari della biologia perché attraverso essa si è generata la biodiversità. Capire come i 
1,5 milioni di specie fungine (Hawksworth, 1991) si sono generate è di fondamentale interesse ed 
ha delle straordinarie conseguenze applicative nei confronti di patogeni agricoli, malattie umane 
emergenti o specie fungine utilizzate nell’industria e nelle biotecnologie. I funghi sono degli 
eccellenti modelli per lo studio della speciazione negli eucarioti (Burnett, 2003; Khon, 2005) 
sebbene questi vengono inseriti di rado nelle rassegne a carattere generale su questo argomento 
(es. Coyne e Orr, 2004). Primo, molti funghi possono essere coltivati ed incrociati in condizioni 
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di laboratorio e da tempo i micologi hanno riportato numerosi esperimenti di incrocio tra specie 
fungine. In secondo luogo, i funghi mostrano un’ampia varietà di cicli vitali e distribuzioni 
geografiche, consentendo lo studio di quei parametri che più significativamente influenzano i 
processi di speciazione. Terzo, sono noti numerosi complessi di specie nei funghi che 
comprendono diverse  specie sorelle  separatesi recentemente (Dettman et al., 2003, Fournier et 
al., 2005; Pringle et al., 2005; Le Gac et al., 2007) cosa che consente quindi di indagare negli 
stadi precoci della speciazione. 
Figura 14. Rappresentazione grafica dei meccanismi in cui avviene generalmente la speciazione. 
Sebbene i meccanismi classici con cui si attua la speciazione siano riassunti in Figura 14, nel 
Regno dei Fungi non è possibile osservare tutti i casi con la medesima frequenza in relazione alle 
caratteristiche intrinseche all’organismo stesso. Malgrado in un recente passato si sia esclusa la 
possibilità di una speciazione allopatrica sulla base della teoria relativa all’ubiquità delle piccole 
specie (Finlay, 2002; Fenchel e Filnay, 2004) a seguito dell’uso del criterio GCPSR appare 
evidente che la speciazione allopatrica esista in quanto le specie criptiche occupano delle aree 
non sovrapponibili separate da barriere geografiche (Taylor et al., 2006). Esistono numerosi 
esempi, uno fra tutti quello di Neurospora crassa Shear & B.O. Dodge di cui una specie 
filogenetica è localizzata in Congo, una nei caraibi ed una in India (Giraud et al., 2008). 
Contrariamente alla diffusa accettazione della speciazione allopatrica, la possibilità di una 
speciazione simpatrica nelle popolazioni che si riproducono sessualmente è stata a lungo 
trascurata. Questo perché la ricombinazione fra diversi sottogruppi di una popolazione che si 
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stanno adattando a differenti risorse ed habitat controbilancia la selezione naturale per 
combinazioni geniche adattate localmente. In pratica la ricombinazione impedisce sia 
l’instaurarsi del linkage disequilibrium tra alleli in differenti loci utili per adattamento che la 
separazione dei loci che non si trovano sotto selezione. Sebbene siano stati proposti numerosi 
modelli la divergenza simpatrica risulta ancora difficilmente comprovabile in quanto sui 
candidati più probabili esiste ancora un acceso dibattito (Coyne e Orr, 2004). Nei funghi 
possiamo notare una divergenza simpatrica in relazione a situazioni di parassitismo ed 
adattamento a diversi ospiti (es. Ascochyta).  
La conditio sine qua non della speciazione negli organismi che si riproducono sessualmente è la 
diminuzione del flusso genico fra due specie incipienti dovuto allo sviluppo di una barriera 
riproduttiva che può essere pre o post accoppiamento. I micologi hanno studiato diffusamente le 
barriere riproduttive pre e post accoppiamento limitatamente a quanto possibile verificare in 
vitro, rimane ancora molto da capire riguardo a cosa accada in natura e soprattutto se questi siano 
in qualche modo relazionabili a concomitanti fenomeni allopatrici e simpatrici. 
 
1.5. FILOGENETICA: CAPIRE LO SVILUPPO EVOLUTIVO 
 
1.5.1  GENI TARGET 
 
Per avere una stima attendibile della relazione filogenetica tra i geni appartenenti a specie diverse, 
l’intero gene in esame deve avere per tutti la stessa storia. Per tale motivo risulta indispensabile la 
conoscenza degli eventi ricombinativi che in caso contrario potrebbero portare alla distorsione del 
risultante albero filogenetico. Allo stesso modo i geni utilizzati per l’analisi filogenetica devono 
essere omologhi, devono cioè condividere un antenato comune, ma più specificatamente devono 
essere ortologhi in quanto le differenze accumulate nei diversi geni devono essere frutto della 
speciazione. I geni paraloghi, di contro, non possono essere utilizzati perché essendo frutto di una 
duplicazione genica possono assumere nel tempo caratteri e funzioni completamente diversi rispetto 
al gene originario. Un altro fattore che vincola la scelta della sequenza è il gap temporale che si  
vuole coprire. Infatti, la velocità con cui evolvono i geni che codificano per proteine, per rRNA 
nucleare e mitocondriale sono molto diversi. Per esempio i geni ribosomali mitocondriali sono utili 
per effettuare analisi o confronti su una scala temporale compresa fra 10 e 100 milioni di anni; i geni 
ribosomali nucleari, d’altro canto, sono utili se applicati a scale temporali nell’ordine delle centinaia 
di milioni di anni.   
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Storicamente i soli geni nucleari presenti in un numero di copie abbastanza elevato da poter essere 
studiati facilmente sono geni ribosomali. Questi sono organizzati in disposizioni tandem, 
comprendenti da qualche centinaio a qualche migliaio di copie messe in fila. L’organizzazione 
generale è mostrata in Figura 15 La subunità piccola (18S) e la subunità grande (26S) sono separate 
da un gene più piccolo (5,8S) e l’intero insieme di geni viene trascritto come una singola unità. Fra i 
tre geni ci sono due spaziatori trascritti. Talvolta alcune porzioni dello spaziatore grande a monte del 
18S e/o a valle del 26S vengono trascritte e prendono il nome di ETS. La porzione mediana dello 
spaziatore non viene trascritta ed è composta da un numero variabile di brevi sequenze ripetute (100-
300 bp). Un tratto completamente separato codifica invece per l’rRNA 5S, disposto in tandem di 
migliaia di copie separate da spaziatori non trascritti . 
Figura 15. Struttura dei geni ribosomali. Le regioni codificanti della subunità piccola 18S (SSU), delle subunità grandi 
5,8S e 26S (LSU), sono riportate come rettangoli aperti. Gli spaziatori sono indicati da linee nere e le ripetizioni brevi 
nello spaziatore intergenico (IGS) sono indicate da quadratini. ETS= spaziatore trascritto esterno, ITS= spaziatore 
trascritto interno.  
 
Il vantaggio offerto dai geni ribosomali risiede nel fatto che tali geni sono presenti in tutti gli 
organismi ed in un numero di copie tale da rendere semplice le pratiche di amplificazione (PCR) ma 
soprattutto per il fatto che tutte le copie evolvono in maniera omogenea. Tale fenomeno è noto col 
termine di evoluzione concertata tale che se in una sequenza si verifica una mutazione, viene 
generalmente corretta per adattarsi alle altre copie o viceversa le copie non mutanti vengono 
“corrette” per adattarsi a quelle mutate (Judd et al., 2002)  
Sebbene ci siano numerosi vantaggi nell’usare le sequenze rDNA quando si voglia inferire le 
relazioni, questa pratica non risulta né priva di difficoltà né capace di risolvere tutti i problemi. 
Questo è il motivo per cui altri loci genici sono stati inclusi nel set di dati necessari per effettuare 
l’analisi filogenetica. Tra i geni che codificano per proteine la β- tubulina si è rivelata molto utile per 
valutare le relazioni esistenti fra i funghi, così come l’actina (ACT) ed il fattore di allungamento 
(elongation factor, EF), a bassi ranghi tassonomici. Infatti le α e β- tubuline codificano per i 
microtubuli che formano il citoscheletro, i fusi mitotici e i flagelli degli eucarioti e come tali , come 
le molecole di rRNA, sono coinvolte in funzioni ancestrali e si può presumere che siano delle 
molecole antiche, universalmente distribuite costanti nella funzione e quindi ben conservate anche in 
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organismi molto distanti filogeneticamente. Per ottenere un’analisi filogenetica che consenta di 
comprendere meglio le relazioni esistenti fra i vari ordini e phyla, si fa spesso uso anche delle 
sequenze dei geni nucleari RPB1 and RPB2. Questi geni codificano per le due subunità, grande (210 
kd.) e piccola (140 kd) dell’ RNA Polymerase II nucleare e poiché questi geni hanno un ruolo 
funzionale essenziale, la loro evoluzione è altamente limitata e conseguentemente lenta (Liu et al., 
2006).  
 
 
 
 
1.5.2 ALBERI FILOGENETICI  
 
Di tutti quei meccanismi che portano alla modificazione dei genomi quali per esempio  la loro 
riorganizzazione, la duplicazione dei geni, la ricombinazione e la mutazione, solo quest’ultima risulta 
rilevante ai fini della filogenesi molecolare.  
Le relazioni esistenti tra geni ed organismi possono essere elegantemente illustrati da un albero 
filogenetico. Gli alberi filogenetici sono così chiamati perché i vari diagrammi utilizzati per la loro 
rappresentazione ricordano la struttura dell’albero così come le stesse terminologie per individuare 
parti dello stesso (radice, ceppo, ramo, nodo e foglia). Esistono diversi tipi di alberi utilizzati per 
rappresentare diversi aspetti della storia evolutiva (Figura 16). Il principale è sicuramente il 
cladogramma che mostra semplicemente l’ordine di separazione dei taxa dall’ancestore comune  
relativa dell’antenato comune. Gli alberi additivi, altrimenti noti come “alberi metrici” e 
“filogrammi”, contengono informazioni sulla lunghezza dei rami che risulta proporzionale 
all’ammontare dei cambiamenti evolutivi. Gli alberi ultrametrici (talvolta chiamati dendrogrammi) 
sono un tipo particolare di albero additivo in cui le estremità dell’albero sono equidistanti dalla radice 
dell’albero. Questo tipo di albero può essere utilizzato per illustrare il tempo di evoluzione, espressa 
sia direttamente come anni che indirettamente come quantità della divergenza tra le sequenze 
utilizzando un orologio molecolare (Page e Holmes, 1998). 
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Figura 16. Diversi tipi di alberi. (a) Cladogramma: dà indicazioni sul’ordine di separazione dei vari taxa; (b) Albero 
additivo: fornisce informazioni sulla quantità di cambiamenti evoluzionistici che sono avvenuti per ogni ramo ; (c) 
Albero ultrametrico: illustra i tempi di divergenza.   
                            
All’interno dell’albero possiamo distinguere i nodi, di cui quelli esterni rappresentano i taxa 
contemporanei, spesso chiamati unità tassonomiche operative (OTUs, operational taxonomic units), 
foglie o ancora “tips”. Gli OTUs possono rappresentare molti tipi di taxa quali per esempio famiglie 
di organismi, individui, ceppi di virus, un gruppo di geni correlati o altro ancora. Di contro i nodi 
interni, noti come punti di divergenza o biforcazione, possono essere chiamati unità tassonomiche 
ipotetiche (HTUs, hypotetical taxonomic units) per enfatizzare che sono solo degli ipotetici 
progenitori degli OTUs. Un gruppo di taxa che appartengono allo stesso ramo hanno un’origine 
monofiletica e nel loro insieme costituiscono un cluster. Il pattern delle ramificazioni, ovvero 
l’ordine dei nodi, viene invece chiamata topologia dell’albero.  
 
 
Figura 17. Struttura di albero filogenetico con radice (A) e di albero non radicato (B). Un albero radicato viene disegnato con la 
radice alla sinistra. A, B, C, D, E ed F sono nodi esterni o OTUs mentre G, H, I, J e K sono i nodi interni o HTUs. Le linee che 
uniscono i nodi sono rami [6].   
 
Un’altra distinzione che può essere fatta riguardo agli alberi è relativa alla presenza o meno di una 
radice (Figura 17). Un albero radicato ha una dimensione temporale e gli antenati via via più distanti 
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si trovano in posizione opposta rispetto ai taxa attuali. L’ottenimento di un albero radicato è 
l’obiettivo della ricerca filogenetica, giacché è in questi termini che i biologi pensano alle relazioni 
fra le specie. Di contro, un albero non radicato , “unrooted”, contiene meno informazioni rispetto al 
precedente poiché è possibile dirimere la posizione dei diversi taxa l’uno rispetto all’altro ma non vi 
è alcuna indicazione di quale sia stata la direzione del processo evolutivo.  
Al fine di radicare l’albero si procede definendo un outgroup ed un ingroup (Salemi e Vandamme, 
2003). Mentre il primo risulta costituito da uno o più OTUs che sono, o sono ritenuti essere, 
evolutivamente più distanti, il secondo è costituito invece dalla restante porzione delle sequenze in 
esame. Quando l’outgroup non è noto, può diventare problematico procedere ad una sua 
individuazione. Certamente non deve essere scelto un outgroup che è solo lontanamente correlato 
con i taxa dell’ingroup in quanto i siti potrebbero essere saturati da mutazioni multiple tali da rendere 
ambiguo l’allineamento e generare conseguentemente degli errori topologici. Allo stesso modo 
l’outgroup non può essere correlato troppo strettamente al taxa in questione perché, in questo caso, 
non sarebbe un vero outgroup. L’uso di più di un outgroup generalmente consente di valutare la 
topologia dell’albero. È tuttavia una buona abitudine effettuare qualche dot-plot per confrontare il 
potenziale outgroup con alcune sequenze ingroup. Se il dot-plot non produce una diagonale netta è 
meglio scegliere un altro outgroup oppure procedere all’allineamento solo di quelle regioni della 
sequenza in cui l’allineamento non è ambiguo.  
I metodi di inferenza filogenetica sono molteplici e occorre avere delle solide basi in materia per 
poter scegliere quello più adatto alle esigenze del caso. 
Per quanto riguarda la costruzione di alberi a partire da dati molecolari possiamo definire due classi 
di tecniche filogenetiche che si basano sull’uso rispettivamente di matrici di distanze (distance 
methods) o di caratteri discreti (discrete methods) (Salemi e Vandamme, 2003; Baxevanis e Oullette, 
2005). 
L’inferenza filogenetica molecolare più semplice utilizza la matrice di distanze molecolari fra le 
specie in studio. Inizialmente si calcolano alcune misure di diversità per ciascuna coppia di OTUs (p-
distance), da questa si ottiene una matrice di distanze accoppiate che viene quindi utilizzata per 
stimare le relazioni filogenetiche esistenti fra  OTUs. La distanza p risulta tuttavia una sottostima 
della reale distanza genica poiché alcuni dei nucleotidi allineati sono il risultato di eventi mutazionali 
multipli a carico di un medesimo sito della sequenza (saturazione). Per questo motivo si cerca di dare 
una più corretta stima applicando uno specifico modello evoluzionistico.  
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Un difetto dei distance methods è che le informazioni relativa alle sequenze viene perduta a favore 
della loro traduzione in distanze; in questo modo l’informazione necessaria per la ricostruzione dei 
nodi ancestrali viene perduta. Di contro il più grande vantaggio offerto è il fatto che sono molto 
meno dispendiosi computazionalmente, cosa che risulta importante quando molti taxa devono essere 
confrontati. 
Tra i metodi di inferenza filogenetica basati su matrici di distanze ricordiamo: UPGMA  Neighbor-
Joining e Fitch-Margoliash (Tabella 1) (Salemi e Vandamme, 2003; Baxevanis e Oullette, 2005). 
UPGMA è l’acronimo di Unweighted Pair Group with Arithmetic Means. É il metodo più semplice 
fra quelli basati sul clustering. Esso assume come valida l’ipotesi dell’orologio molecolare, cioè che 
la velocità di evoluzione delle sequenze sia costante lungo tutti i rami degli alberi. Per questo motivo 
tale metodo viene definito ultrametrico, cioè impone che la lunghezza di tutti i rami discendenti da un 
nodo interno fino ai nodi più esterni sia la stessa. Il metodo lavora utilizzando un algoritmo iterativo 
che raggruppa due unità tassonomiche o gruppi di unità ad ogni iterazione, partendo da quelle che 
inizialmente appaiono come le più simili e proseguendo fino a determinare una radice dell’albero. 
Per determinare le similarità si utilizzano matrici di distanze che permettono di individuare ad ogni 
passo quali sono le unità più simili. Tali unità infatti corrisponderanno a quelle che all’interno della 
matrice avranno la distanza minore. 
Il metodo Neighbor-Joining (NJ) utilizza un algoritmo di clustering iterativo in cui, proprio come 
accade nell’UPGMA, ad ogni iterazione vengono determinate le relazioni tra coppie di singole unità. 
A differenza però del precedente, tale metodo parte da un albero senza radice e con una topologia a 
stella, in cui inizialmente non vi è alcuna relazione esplicita tra le unità. L’algoritmo itera procedendo 
all’identificazione della coppia di sequenze che ha distanza minore e la collega ad un ancestore 
comune. Tale coppia diventerà quindi un cluster e verrà poi trattata come una singola unità. In tale 
identificazione può però non essere sufficiente cercare tra le foglie vicine. Può infatti capitare che 
due foglie vicine siano di fatto più distanti rispetto per esempio ad una delle due unità ed un’altra 
foglia (si pensi al caso in cui le lunghezze dei rami siano molto diverse). Una soluzione al problema 
appena presentato  potrebbe essere quella di sottrarre la media delle distanze verso tutte le altre 
foglie. Da questa nuova matrice si può identificare quindi la coppia con distanza minore, unificarla e 
calcolare le nuove distanze dalle precedenti unità verso il nuovo cluster, anziché verso le foglie. 
Successivamente si può ripetere tutto il procedimento appena visto per assemblare tutti i cluster fino 
a trovare due soli elementi da unificare, che verranno infine collegati. Tale metodo viene preferito al 
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precedente nel caso in cui l’albero da calcolare presenti diverse lunghezze dei rami, ovvero una 
grande varianza dei tempi di evoluzione. Attualmente il metodo NJ è il più utilizzato per costruire 
alberi di distanze. 
Come già accennato, questi due metodi utilizzano degli algoritmi di cluster iterativo i quali  
procedono alla sostituzione degli OTUs più strettamente legati con uno singolo che rappresenta 
l’antenato di quelli rimpiazzati. Poiché di fatto questa pratica iterativa porta alla costruzione di un 
singolo albero diventa indispensabile, per stabilirne la confidenza, procedere all’analisi di bootstrap 
(le generalità verranno riportate più avanti). 
Infine il metodo di Fitch-Margoliash (FM) è un metodo basato su matrici di distanza che valuta  in 
maniera iterativa tutti i possibili alberi per i più corti rami usando uno specifico algoritmo che 
considera tutte le possibili le distanze accoppiate.  
 
Tabella 1- Metodi più usati per l’analisi filogenetica e loro strategie (Salemi e Vandamme, 2003)  
EXHAUSTIVE SEARCH      STEPWISE CLUSTERING 
CHARACTER-STATE 
Maximum parsimony (MP) 
Maximum likelihood  (ML) 
 
DISTANCE MATRIX Fitch-Margoliash (FM) 
UPGMA 
Neighbor-joining (NJ) 
 
I metodi basati sull’utilizzo dei caratteri discreti (Character-state) per l’inferenza dell’albero 
filogenetico possono riguardare caratteri morfologici, proprietà fisiologiche, mappe di restrizione o 
sequenze. Nel caso di confronti fra sequenze, ogni posizione nelle sequenze allineate è un “carattere” 
ed i nucleotidi o amminoacidi in quella posizione sono detti “stati”. Tutti i caratteri vengono di 
norma analizzati separatamente ed indipendentemente dagli altri.  
Questi metodi presentano il vantaggio di poter essere utilizzati, diversamente dai metodi che adottano 
le distanze, per ricostruire lo stato del carattere nei nodi ancestrali.. 
Tra i discrete methods ricordiamo i metodi Massima parsimonia e Massima verosimiglianza (Tabella 
1) (Salemi e Vandamme, 2003; Baxevanis e Oullette, 2005). La Massima parsimonia (MP) parte dal 
principio che la migliore spiegazione dei dati è anche la più semplice e quindi tende a ricercare 
quell’albero la cui topologia può essere spiegata con il più piccolo numero di mutazioni (cioè 
cambiamenti di carattere). L’algoritmo inizia col considerare un albero con una particolare topologia; 
quindi deduce il minor numero di mutazioni necessarie per spiegare tutti i nodi dell’albero per ogni 
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posizione della sequenza. Quando tutte le topologie sono state valutate, l’albero che richiede il minor 
numero di  cambiamenti viene scelto come il migliore. Nella parsimonia non pesata tutti i nucleotidi 
in tutte le posizioni hanno lo la stessa possibilità di mutare. Un problema cui è soggetto il metodo di 
parsimonia risiede nel fatto che solo i siti mutati risultano significativi, gli altri vengono ignorati 
dall’analisi. 
La Massima verosimiglianza (ML, Maximum likelihood) è simile al metodo della MP per ciò che 
concerne l’esame di ogni possibile topologia dell’albero che viene fatta valutando ogni posizione 
della sequenza, ma ne differisce perché porta alla creazione dell’albero filogenetico che più 
verosimilmente è in grado di produrre i dati osservati. 
Inizialmente l’algoritmo ML calcola la probabilità con cui ci aspettiamo ogni possibile nucleotide (o 
amminoacido) nei nodi interni e deduce la verosimiglianza della struttura dell’albero con queste 
possibilità. La verosimiglianza di tutte le topologie pensabili è cercata in questo modo ed il più vero 
viene scelto come miglior albero. Poiché questo metodo è computazionalmente dispendioso alcuni 
raccomandano un più economico approccio euristico.  
Al fine di determinare la robustezza dell’albero e dei vari cladi individuati è necessario utilizzare dei 
metodi statistici, quali per esempio l’analisi di bootstrap. Utilizzato per la prima volta da Felsenstein 
(1985) in applicazione all’analisi filogenetica  è un sistema di ricampionamento casuale che può 
essere utilizzato con praticamente tutti i metodi che permettono la costruzione di un albero. 
Quest’analisi, conosciuta come campionatura casuale con sostituzione, procede costruendo matrici 
successive ottenute campionando casualmente le colonne dalla matrice originale. Dagli alberi 
derivanti dalle nuove matrici si ottiene un albero di consenso, o di bootstrap, dove viene esplicitato 
tipicamente con un numero associato ad un ramo dell’albero cioè la percentuale dei replicati 
bootstrap che supportano la monofilia del clado.  
Di seguito è stato riportato lo schema che viene di norma seguito per la costruzione di un albero 
filogenetico (Figura 18). 
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Figura 18. Flow chart per la costruzione di un albero filogenetico ( Baxevanis e Oullette, 2005). 
 
1.6.  STUDIO DEL PROTEOMA E METODI ELETTROFORETICI DI SEPARAZIONE 
 
L’analisi del proteoma ha lo scopo generale di evidenziare le proteine espresse da un organismo 
in relazione ad un particolare stato biologico. In questo modo la proteomica costituisce un potente 
mezzo per la comprensione di fenomeni che avvengono a livello molecolare. Contrariamente a 
quanto ci si potrebbe aspettare vista la loro importanza in campo biotecnologico e come patogeni, 
gli studi relativi alla proteomica dei funghi sono apparsi solo di recente in letteratura. Alcuni di 
questi hanno per esempio messo in evidenza come lo studio del proteoma associato alla 
sistematica possa costituire un potente mezzo per la comprensione di fenomeni complessi come i 
fattori di virulenza nei funghi patogeni o i cambiamenti nei flussi metabolici (Kim et al., 2007). 
Appare pertanto evidente che lo studio dei profili proteici e conseguentemente la loro 
caratterizzazione costituisce un potente mezzo per la comprensione dei pattern biochimici 
sviluppati in relazione all’adattamento alle condizioni estreme. 
Dal punto di vista applicativo il metodo usato più di frequente per la separazione delle proteine è 
l’elettroforesi su gel di poliacrilamide (PAGE) dove l’agente denaturante è un detergente (sodio 
dodecil solfato, SDS) che svolge il duplice ruolo di favorire lo spostamento delle proteine verso 
l’anodo che far migrare le proteine in base alle loro masse molecolari e non in base alle loro 
cariche naturali. Questo tipo di elettroforesi viene pertanto denominata SDS-PAGE (Figura 19). 
Questa tecnica, pur fornendo una buona risoluzione dei polipeptidi, risulta tuttavia inadeguata 
alla risoluzione di miscele complesse. Per migliorare il potere risolutivo della procedura SDS- 
PAGE unidimensionale è stata sviluppata una nuova tecnica che comporta due corse 
elettroforetiche successive. Nella prima fase la miscela di proteine viene sottoposta ad 
elettroforesi in presenza di anfoliti che creano un gradiente di pH. Le proteine migreranno fino a 
raggiungere il loro punto isoelettrico dove ciascuna proteina in base alle sue caratteristiche 
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intrinseche precipiterà all’interno del gel. Nella seconda fase dopo aver opportunamente 
risolubilizzato le proteine, ridotto i legami S-S e successivamente bloccato i gruppi –SH, viene 
effettuata una normale corsa SDS- PAGE in modo tale che le proteine parzialmente risolte sulla 
base del loro punto isoelettroforetico vengono ulteriormente separate in base alla loro massa 
molecolare (Figura 20). Il gel così ottenuto deve essere colorato e quindi sottoposto ad analisi 
grafica utilizzando particolari software che consentono di interpretare, confrontare  i dati ottenuti. 
In Figura 21 è riportato lo schema operativo seguito da uno dei più diffusi software di 
elaborazione gel 2D, il Delta 2D (Decodon, Greifswald, Germany). 
  
Figura 19. Separazione unidimensionale delle proteine con metodo SDS-PAGE. 
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Figura 20. Separazione bidimensionale delle proteine. Il processo avviene attraverso due separazioni successive 
che utilizzano prima la carica e poi il peso molecolare come discriminante. Il quadro che si ottiene è un profilo 
proteico a spot. 
 
 
 
Figura 21. Fasi di elaborazione di un gel 2D utilizzando il software Delta 2D (Decodon, Greinsfelt, Germany). 
Dopo aver ottenuto il gel 2D questo deve essere colorato e digitalizzato(3). Le posizioni degli spot sono allineate 
attraverso la funzione “warping” che consente la distorsione dell’immagine (4); Viene quindi ottenuta una mappa di 
fusione (5) che costituisce la base per la creazione di un pattern di consenso per l’intero esperimento (6). Il pattern di 
consenso viene quindi trasferito su tutte le immagini e rimodellato (/); quindi viene estrapolato il profilo 
d’espressione per analizzare le proteine di interesse (8).  
 
 
________________________________________________________________________ 
 47 
2. SCOPO DEL LAVORO 
 
Gli organismi litici sono degli organismi pionieri che occupano una nicchia ecologica 
antichissima e fortemente limitante. I funghi non lichenizzati in ragione della loro crescita 
miceliare unita alla capacità di alcune specie di crescere dimorficamente (cioè produrre ife e/o 
cellule lievitiformi) oltre che la ragguardevole tolleranza agli stress di alcuni gruppi ecologici, 
risultano i più tenaci costituenti oltre che i dominatori dei biofilm subaerei litici (Wollenzien et 
al., 1995; Gorbushina et al., 2007). In quest’ambito i funghi neri delle rocce sono tra gli 
organismi più resistenti, specializzati nel colonizzare ambienti caratterizzati da diverse condizioni 
stressanti quali saline, ambienti acidi oltre che monumenti lapidei e rocce esposte in ambienti 
aridi caldi e freddi (Staley et al., 1982; Nienow e Friedmann, 1993; Onofri e Friedmann, 1999; 
Onofri et al., 1999; Sterflinger, 2000; Sert e Sümbül, 2007; de Hoog et al., 1999; Baker et al., 
2004; Selbmann et al., 2008). Nonostante siano stati ormai scoperti da oltre trent’anni e su di loro 
siano stati compiuti diversi studi di tipo filogenetico o volti a testare le loro straordinarie capacità 
di sopravvivenza, le conoscenze  riguardo alla loro biodiversità, evoluzione ed adattamento in 
condizioni estreme rimangono frammentarie.  
Il lavoro di Ruibal del 2004, che costituisce la prima indagine su ampia scala per l’isolamento e 
la caratterizzazione dei funghi neri delle rocce, ha messo in evidenza una biodiversità altissima, 
ben oltre ogni aspettativa, in un’area di campionamento geografica relativamente ristretta. Questo 
fatto, unitamente all’impossibilità di assegnare molti di questi ceppi ad un gruppo sistematico 
definito, ha messo in evidenza i limiti relativi alle nostre conoscenze della biodiversità dei funghi 
neri delle rocce. Questi ultimi, chiamati spesso anche con l’acronimo RIF (Rock –Inhabiting 
Fungi), in ragione alla forte pressione ambientale che ha fatto di loro degli organismi 
specializzati, capaci di resistere ma non di competere, risultano degli ottimi modelli per lo studio 
dei meccanismi evolutivi che hanno condotto all’estremotolleranza ed all’estremofilia. 
Per questo motivo ci siamo proposti, attraverso l’ampliamento delle conoscenze relative alla loro 
biodiversità, di colmare il gap conoscitivo a loro riguardo e di effettuare un’analisi filogenetica 
che consentisse di chiarire la loro posizione sistematica e di far luce sul modo, in cui si siano 
evoluti ed adattati in condizioni estreme. 
Ancora in relazione all’adattamento a condizioni di vita estreme abbiamo deciso di valutare le 
effettive capacità metaboliche di questi organismi, sondare i pattern biochimici sviluppati e 
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raccogliere eventualmente delle evidenze dei cambiamenti avvenuti a livello genomico; a tale 
fine è stato messo a punto un protocollo di studio del loro proteoma. Questo studio è stato 
effettuato in collaborazione con la Prof.ssa Katja Sterflinger dell’Institut für angewandte 
Mikrobiologie - Universität für Bodenkultur (BOKU) di Vienna (Austria) ed ha previsto un 
periodo di attività presso i loro laboratori.  
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3. MATERIALI E METODI 
 
3.1 CAMPIONI DI ROCCIA 
 
3.1.1  PROTOCOLLO DI RACCOLTA E SITI DI CAMPIONAMENTO 
 
Avendo potuto constatare la molteplicità degli ambienti estremi che i funghi neri sono in grado di 
colonizzare e la loro poliedrica capacità di adattamento, al fine di ottenere un quadro che 
rappresenti al meglio la realtà abbiamo proceduto col campionare rocce di diversa natura (es. 
calcare, arenaria, granito, etc) provenienti da ambienti estremi, geograficamente anche molto 
distanti fra loro, che vanno dall’ambiente antartico caratterizzato da basse temperature, forte 
radiazioni ultraviolette fino ad ambienti ipersalini come le scogliere. I campioni di roccia sono 
stati prelevati asetticamente e riposti in buste sterili (Whirl-pakTM, Nasco, Fort Atkinson, WI, 
USA). Fino al momento dell’analisi i campioni antartici, artici e d’alta quota sono stati conservati 
alla temperatura di circa -20°C, mentre gli altri sono stati mantenuti a 4°C al fine di mantenerli in 
condizioni più prossime a quelle originali. Ai fini della determinazione degli habitat di 
provenienza sono stati registrati i dati relativi alla località, altitudine, esposizione e coordinate di 
prelievo. Per facilitare le operazioni successive e preservare le caratteristiche del campione sono 
stati prelevati, sempre in condizioni di sterilità, dei frammenti di circa 5-7g che poi sono stati 
inoltrati alle fasi successive di lavorazione. Prima della fase di semina ogni campione è stato 
osservato allo stereomicroscopio e fotografato con la macchina Nikon Coolpix 3500 associato ad 
il software Arckon per l’elaborazione grafica. I dati ottenuti sia nelle fasi preliminari, riguardanti 
il campione di roccia, come tutti gli altri ottenuti dalle successive fasi, colturale e molecolare, 
sono stati registrati in una banca dati Access appositamente costruita.  
In figura 22 e 23 sono indicate le provenienze geografiche dei campioni raccolti in località extra-
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antartiche ed antartiche rispettivamente.  
Figura 22. Siti di campionamento delle rocce in località extra - antartiche. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 23. Siti di campionamento delle rocce nel continente antartico 
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3.2   STUDIO DELLA BIODIVERSITÀ FUNGINA 
 
3.2.1  ISOLAMENTO DEI FUNGHI NERI 
 
I campioni di roccia sulla base della loro durezza sono stati sottoposti a due diverse tecniche per 
l’isolamento dei funghi neri. In particolare per le rocce che risultavano troppo dure per poter 
essere frammentate è stata utilizzata la tecnica dello spillo così come descritto da Wollenzien e 
colleghi (1995). Gli altri campioni, ad eccezione di quelli antartici, prima della semina su piastre 
di Dichloran-Rose Bengal Chloramphenicol medium (DRBC, Oxoid, Basingstoke, Hampshire – 
U.K.) sono stati sottoposti, dopo la frantumazione in condizioni di sterilità, ad un primo ciclo di 
lavaggio in agitazione (2 rpm) per 15 minuti in soluzione salina (NaCl 0.9%) addizionata con 
Tween 20 sterile (0.1%, Sigma - Aldrich, Munich, Germany). Successivamente, con la sola 
soluzione salina sterile, sono stati effettuati tanti cicli di lavaggio (5-10) quanti necessari per 
garantire la limpidità della soluzione di risciacquo ed al fine di eliminare potenziali contaminanti. 
Dalle fasi di lavaggio sono state asportate delle aliquote (circa 10µl), che come le varie frazioni 
dei frammenti di roccia e le polveri della sedimentazione dei lavaggi effettuati sono state 
seminate separatamente su terreno selettivo e quindi incubate a 10°C. La crescita è stata 
verificata ogni 2 settimane per un periodo minimo di 4 ad un massimo 6 mesi. I campioni di 
roccia dai quali per vari motivi non si sia riusciti ad isolare dei funghi neri, prima di essere 
registrati come negativi, sono stati sottoposti da protocollo a tre semine successive.  
Le colonie sviluppatesi da uno stesso campione di roccia sono state isolate  su piastre di Malt 
Agar (MA, malt extract 3%, agar 1.5%; Delchimica, Napoli, Italia).  
Tutti i ceppi fungini ottenuti sono della stati depositati nella collezione CCFEE (Culture 
Collection of Fungi from Extreme Environments) dell’Università degli Studi della Tuscia 
(DECOS), Sezione micologica del Museo Nazionale dell’Antartide “Felice Ippolito”. 
. 
3.2.2 POLYMERASE CHAIN REACTION: TARGET GENICI E REAZIONI DI 
AMPLIFICAZIONE  
 
Aliquote comprese fra 100 e 200 µg dei funghi cresciuti su tubi di MA per almeno un mese a 
10°C sono state sottoposte ad estrazione utilizzando il kit Nucleospin Plant (Macherey-Nagel, 
Düren, Germany) secondo le istruzioni del produttore. Gli estratti sono stati quindi conservati a -
20°C fino al loro successivo utilizzo. 
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Le reazioni di polimerizzazione, aventi come target genico la regione ITS (Internal Transcribed 
Spacer, ITS1 e ITS2) dell’rDNA nucleare e per la subunità piccola dell’RNA ribosomale 
mitocondriale (mtSSU) così come quelli per i geni che codificano per la b-tubulina, il fattore di 
allungamento EF-1a e per l’actina sono state effettuata in volume totale di 25 µl contenente 5 ng 
di DNA genomico, 12.5 µl di Biomix 2X (Bioline Ltd, London, UK) e 5 pmol di ciascun primer; 
mentre quelle per l’amplificazione delle regioni dei geni nucleari che codificano per la subunità 
piccola (SSU, Small Sub-Unit) e per la grande dell’rDNA nucleare (LSU, Large Sub-Units), in 
ragione alla lunghezza del frammento da amplificare, sono state effettuate utilizzando 14 µl di 
Biomix 2X e 7.5 pmol di ciascun primer. 
Le amplificazioni sono state effettuate utilizzando il MyCycler™ Thermal Cycler (Bio-Rad 
Laboratories GmbH, Munich, Germany). I cicli termici seguiti per l’amplificazione dei target 
sopra elencati in ragione della loro complessità sono stati riassunti in Tabella 3. In Figura 24 sono 
rappresentati i target ribosomali nucleari mentre le sequenze dei primers utilizzati per le 
amplificazioni sono riportati in Tabella 2.  
 
 
Figura 24. Primers utilizzati per lo studio molecolare dei geni ribosomali nucleari. 
 
 
 
 
 
Tabella 2. Primers utilizzati per lo studio molecolare dei funghi neri. 
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La corsa elettroforetica su gel di agarosio (IBI Shelton Scientific Inc., Shelton, Conn. USA) all’ 
1,5% è stata effettuata utilizzando il sistema elettroforetico Easy-Cast™ (Modello B1, Owl 
Scientific Inc. Woodburn, Massachusetts U.S.A). Le dimensioni degli ampliconi (bp) e la loro 
concentrazione (ng/µl) sono state valutate utilizzando rispettivamente il marker GeneRuler™ 
100bp Ladder Plus (Fermentas, Vilnius, Lithuania) ed il software TotalLab TL100 (Nonlinear 
Dynamics Ltd, Newcastle upon Tyne, UK). I prodotti ottenuti sono stati quindi sottoposti a 
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purificazione utilizzando il kit Nucleospin Extract (Macherey-Nagel, Düren, Germany) secondo 
le indicazione del produttore e la quantificazione finale prima della reazione di sequenziamento è 
stata effettuata con il fluorimetro Qubit™ (Invitrogen, Burlington, ON, Canada). 
 
Tabella 3. Cicli termici seguiti nelle reazioni di amplificazione (a) per i geni ribosomali nucleari e mitocondriali 
(b) per i geni nucleari EF1-a, b− tubulina ed actina. In alto, sono riportati i target genici, mentre a sinistra sono 
riportate le ripetizioni dei cicli. 
 
 
 
 
3.3 ANALISI FILOGENETICA E COSTRUZIONE ALBERI  
 
3.3.1  SEQUENZIAMENTO, ALLINEAMENTO, ALBERO DI CLUSTERIZZAZIONE ED 
ANALISI FILOGENETICA 
 
Le reazioni di sequenziamento sono state effettuate con il metodo Sanger utilizzando il kit 
BigDye™ terminator (Applied Biosystems-Perkin-Elmer, Foster City- CA U.S.A). I prodotti di 
reazione sono stati quindi sottoposti a precipitazione in etanolo e processati utilizzando il 
sequenziatore automatico ABI Prism 3730XL (Applied Biosystems-Perkin-Elmer, Foster City- 
CA U.S.A) dalla Macrogen Inc. (Seoul, Korea). I risultati sono stati visualizzati ed analizzati 
utilizzando il programma ChromasPro 1.32 (Conor McCarthy School of Health Science, Griffith 
University, Southport, Queensland, Australia). Le sequenze sono state confrontate con quelle 
depositate in GenBank utilizzando BLASTN (Basic Alignment Search Tool Nucleotide, 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) al fine di ottenere dalla ricerca in banca dati le sequenze ad esso 
più simili. Tutte le sequenze ITS, SSU ed LSU più quelle ottenute con la ricerca BLAST sono 
state allineate automaticamente utilizzando il programma ClustaX; l’allineamento è stato 
migliorato manualmente con il software Mega4 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis; 
Kumar et al., 2004). Sulla base degli allineamenti ottenuti con i tre target genici sono stati 
costruiti alberi di clusterizzazione utilizzando l’opzione NJ (Neighbour Joining) in Mega4 con 
un’analisi di bootstrap con 1000 ripetizioni. 
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L’analisi filogenetica sulle sequenze ITS è stata effettuata su un gruppo ristretto selezionato sulla 
base degli alberi NJ SSU ed LSU e comprendente 95 sequenze ITS di funghi neri delle rocce, 
alofilici, acidofili e fitopatogeni. Le sequenze sono state allineate iterativamente con Ward’s 
averaging (Van Ooyen, 2002) in un database di funghi neri presente presso il Centraalbureau 
voor Schimmelcultures utilizzando il pacchetto BioNumerics (Applied Maths, Kortrijk, 
Belgium). L’allineamento è stato basato su una lunghezza totale di 452 caratteri inclusi i gap di 
allineamento. Proprio a seguito dei gap inseriti per consentire l’allineamento il dominio ITS1 
risultava di 187 posizioni (lunghezza reale compresa fra 147 e 154bp), il gene 5.8S di 156 
posizioni e il dominio ITS2 di 184 posizioni ( lunghezza reale compresa fra 143 e 155 bp). Gli 
allineamenti sono sono stati basati sulle posizioni 28- 481, in quanto le parti iniziali e finali sono 
state tagliate per poter comparare frammenti della medesima lunghezza. Gli allineamenti sono 
stati esportati ed il miglior modello evolutivo è stato determinato utilizzando Modeltest MrAic.pl 
1.4.3 (Nylander, 2004) stimato utilizzando Phyml (Guindon & Gascuel, 2003) attraverso il test 
che determina la verosimiglianza. Con il software MrAic  sono stati calcolati gli indici Akaike 
Information Criterion (AIC), corrected Akaike Information Criterion (AICc) e Bayesian 
Information Criterion (BIC), ricordando che Akaike serve per valutare il modello di sostituzione 
nucleotidica e di incertezza. Tutti i 56 modelli evolutivi disponibili nel software sono stati testati. 
Gli alberi filogenetici sono stati costruiti con il principio della massima verosimiglianza 
utilizzando  Treefinder (Jobb et al., 2004) e i risultati sono stati visualizzati utilizzando Treeview 
v. 1.6.6 (Page, 1996). La robustezza dell’inferenza filogenetica è stata effettuata utilizzando 
anche in questo caso l’analisi di bootstrap (Felsenstein, 1985) con 100 pseudorepliche generate 
ed analizzate con Treefinder.  
 
3.3.2 ANALISI DI RICOMBINAZIONE. 
 
Dall’albero ITS (Figura 34), generato utilizzando l’opzione NJ in Mega4, sono stati scelti per 
l’analisi di ricombinazione i sottogruppi 1 e 2 sui quali basare L’analisi di ricombinazione. 
L’analisi finale è stata basata su 14 ceppi appartenenti a questi due gruppi. Tale analisi è stata 
condotta sulla base delle sequenze dei loci per le proteine Actina (Act), Beta- tubulina (BT2) e 
degli spaziatori interni trascritti del DNA ribosomale (ITS). Gli allineamenti sono stati eseguiti 
automaticamente utilizzando il software Clustal X (Thompson et al., 1997) e poi implementati 
manualmente in Mega4. Gli alberi Maximum likelyhood, sulla base dei quali sono stati definiti i 
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gruppi, sono stati costruiti utilizzando il portale Cipres (http://www.phylo.org/portal/Home.do) 
con analisi di boostrapping (Stamatakis et al., 2008). 
L’analisi di ricombinazione è stata eseguita utilizzando tre diversi metodi. Il programma LIAN v 
3.5 (Haubold e Hudson, 2000) è stato utilizzato per misurare l’indice di associazione (IA, 
Maynard-Smith et al., 1993) che misura il grado di associazione non casuale tra alleli in differenti 
loci genici. Il suo valore varia da 0 a 1, un valore > 0 indica assenza di ricombinazione, più è alto 
tale valore maggiore è la probabilità che le popolazioni osservate non ricombinino. Il test è stato 
eseguito sia sui 3 singoli loci che sui loci combinati. Il test misura anche il grado di variabilità 
osservata (VD) ed il grado di variabilità attesa (VE); in assenza di ricombinazione il primo valore 
deve essere maggiore del secondo. 
Il parametro Theta (θ), che misura il grado di differenziamento genetico tra le popolazioni, è stato 
calcolato utilizzando il programma Multilocus version 1.0b (Agapow e Burt, 2001). L’ipotesi 
nulla di questo test è che non ci sia differenziamento genetico tra le popolazioni (e che pertanto 
esse ricombinino). Il test è reso statisticamente significativo dalla comparazione dei dati a 
disposizione con 100.000 dataset generati dalla randomizzazione dei dati. θ varia da 0 (nessuna 
differenziazione, frequente ricombinazione) ad 1 (totale isolamento, nessuna ricombinazione). Un 
valore di 0,05 indica già isolamento. 
Il grado di ricombinazione è stato anche visualizzato graficamente utilizzando il software 
SplitsTree v. 4.8 (Huson e Bryant, 2006) con il setting di default ed il Phi test condotto con lo 
stesso programma evidenziare la presenza o l’assenza di ricombinazione attraverso il calcolo del 
parametro p.  
 
3.4 ANALISI DEL PROTEOMA  
 
3.4.1.   ORGANISMI UTILIZZATI 
 
Gli organismi selezionati all’analisi del proteoma sono stati: Coniosporium apollinis MA 1291, 
Coniosporium perforans MA 1299, Sarcinomyces petricola MA 3375, Exophiala jeanselmei MA 
2853, Cryomyces antarcticus CCFEE 534, Cryomyces minteri CCFEE 5187, Friedmanniomyces 
endolithicus CCFEE 5208 e Fungo nero non identificato CCFEE 5177; sono stati scelti 
Saccharomyces cerevisiae MA470 e Penicillium chrysogenum MA3995 quali organismi di 
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riferimento al fine di verificare una eventuale differenza nell’espressione genica tra funghi delle 
rocce, estremotolleranti e poco competitivi, e funghi cosmopoliti e competitivi. 
 
3.4.2. SCHEMA DI LAVORO 
 
Le biomasse sottoposte ad estrazione delle proteine totali  sono state prelevate sia in condizioni di 
crescita ottimale, al fine di verificare una eventuale differenza nell’espressione genica in 
condizioni basali, che sotto stress in modo da evidenziare la presenza di proteine specifiche 
prodotte in particolari condizioni. La quantificazione è stata effettuata  utilizzando il metodo 
Bradford (Bio-Rad Protein Assay), mentre la densità ottica (OD) a 595 nm è stata determinata 
utilizzando il lettore di piastre Tecan Sunrise ed il sofware Magellan ad esso incorporato (Tecan 
Austria, Grödig, Austria). Le corse elettroforetiche monodimensionali (SDS gel) sono state 
effettuate utilizzando gel preconfezionati (4-20% Tris- Glycine gel, Invitrogen Carlsbad CA) per 
verificare la ricchezza del profilo proteico dei ceppi in esame. Quindi si è proceduto con la 
determinazione del profilo proteico nelle due dimensioni. I profili ottenuti sono stati sottoposti ad 
analisi e confrontati utilizzando il software Delta 2D versione 4.0 (Decodon GmbH, Greifswald, 
Germany). 
 
 
 
 
 
 
Figura 25. Schema di lavoro seguito per l’analisi del proteoma.  
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3.4.3 PROVE DI STRESS 
 
I ceppi sono stati sottoposti a diverse condizioni stressanti atte a verificare un cambiamento nel 
loro profilo proteico rispetto alle condizioni ottimali e successivamente l’individuazione di 
proteine peculiari da inoltrare a spettrofotometria di massa.  
A tal fine sono state approntate delle prove che prevedevano l’esposizione ad alte e basse 
temperature, all’essiccamento, a radiazioni ultraviolette, a bassa disponibilità di nutrienti ed a 
condizioni di stress osmotico (Tabella 4). Ogni prova è stata effettuata in duplicato. Tutte le 
aliquote di biomassa prelevate sono state conservate a -80°C fino all’estrazione delle proteine 
totali. In tutte le prove che prevedevano due prelievi in tempi successivi (es. esposizione a bassa 
temperatura e ritorno alle condizioni ottimali di crescita), essi sono stati effettuati dalla stessa 
colonia tagliandola a metà e prelevando le relative aliquote in tempi successivi. 
I tempi di esposizione alle condizioni stressanti sono state pari ad una settimana nel caso 
dell’esposizione a basse ed alte temperature, di due settimane nel caso del disseccamento ed in 
condizioni di oligotrofia. Di seguito sono illustrati i valori e gli schemi relativi a ciascuna prova 
(Tabella 4). Tutte le colture, eccetto quelle relative allo stress salino, che erano addizionate di 
NaCl (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany) a diverse concentrazioni (1-10%), sono state 
effettuate su MEA (Malt Extract Agar; Applichem GmbH, Darmstadt, Germany). Per la 
preparazione del terreno oligotrofico Agar Acqua è stato utilizzata acqua oligominerale 
(Sant’Anna di Vinadio – Italia) ed il terreno è stato solidificato con agar 1.5% (Conda 
laboratories, Madrid, Spain). Per quanto concerne l’esperimento condotto per valutare lo stress 
indotto da radiazioni UV-B, le dose utilizzata è stata pari a 3.0 W/m2 per 30 minuti al termine del 
quale si è proceduto al prelievo della biomassa necessaria alle successive analisi; un secondo 
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prelievo è stato effettuato a distanza di 24 ore dall’irraggiamento dopo che la piastra contenente il 
ceppo irraggiato era stato riportato alle condizioni normali di crescita. 
Il test relativo allo stress da disseccamento, ha avuto una durata complessiva di tre settimane, di 
cui due volte a determinare il disseccamento della colonie ed una per valutare il recupero delle 
funzionalità in seguito a reidratazione. Inoltre ciascun organismo è stato sottoposto ad un 
disseccamento rapido ed un disseccamento lento. Le biomasse sono state prelevate dopo la fase di 
disseccamento e dopo una settimana di distanza dalla reidratazione, effettuata addizionando 5 ml 
di soluzione salina (NaCl 0.9%) sterile. Una volta trattate le biomasse sono state conservate a -80 
°C fino al momento dell’estrazione delle proteine totali. 
 
 
 
Tabella 4. Condizioni di stress. La durata dell’esposizione per i test di temperatura è stato di una settimana così 
come il ritorno alle condizioni ottimale di crescita. L’esposizione ad alta temperatura è stata di 28±0.5°C per i ceppi 
antartici e di 40±0.5°C per i restanti ceppi. L’esposizione alla carenza di nutrienti è durata due settimane dopo la 
crescita in condizioni ottimali.  
 
 
 
 
 
3.4.4 ESTRAZIONE PROTEINE TOTALI 
 
Le cellule conservate dopo il campionamento delle biomasse a -80°C sono state scongelate in 
ghiaccio prima di essere processate quindi trasferite in provette per centrifugada 2 ml con tappo a 
vite del tipo O-ring. Circa 400 mg di biomassa (peso umido) sono state sottoposte tre volte a 
lavaggio con soluzione salina (NaCl 0.9%) sterile e quindi centrifugate a freddo (4 °C) a 13100 
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rpm per 2 minuti. Dopo aver scartato il surnatante sono state aggiunte uguali quantità di perline di 
vetro (diam ca. 0.5 mm, Biospec, Bartlesville, OK ), precedentemente sottoposte a lavaggio con 
acidi,  e 1,2 ml di buffer di lisi (50mM Tris-HCl, pH 8,5; 5mM EDTA, 100mM KCl, 1% 
Polyvynilpyrrolydone (PVPP), 30% Saccarosio). I campioni sono stati quindi omogenati 
utilizzando il FastPrep FP120 (Thermo Savant, Holbrook, N.Y.) a 5000 rpm per un tempo tootale 
di 4 minuti divisi in incrementi da 30 secondi ciascuno. Tra gli incrementi i campioni sono stati 
mantenuti in un bagno di ghiaccio per almeno 1 minuti al fine di evitare il surriscaldamento. 
L’omogenato è stato poi trasferito in tubi da centrifuga in polietilene (15 ml) e 3 ml di  Tris – 
buffered Phenol solution, pH 8.0 (Sigma- Aldrich, Steinheim, Germany ) sono stati aggiunti e 
mescolati a temperatura ambiente per almeno 15 minuti. La fase fenolica è stata ottenuta tramite 
centrifugazione a 5500 rpm per 10 min e trasferita in nuovo tubo precedentemente pesato. Per la 
precipitazione delle proteine effettuata per tutta la notte alla temperatura di -20°C è stata usata 
una soluzione fredda di  0.1M ammonium acetate in methanol in un volume circa 5 volte 
superiore alla fase fenolica precedentemente prelevata. Dopo la precipitazione le proteine cono 
state compattate in pellet per centrifugazione a 5500 rpm per 30 minuti e lavate prima con 
metanolo 100% e quindi con acetone 80% freddi. Quindi il pellet è stato lasciato seccare -20°C e 
dissolto in 500 µl di Modified Sample Buffer (MSB; 2 M thiourea, 7 M urea (Merck, Darmstadt, 
Germany), 4% 3- [(3-Cholamidopropyl)dimethylammonio]-1-propanesulfonate (CHAPS; Sigma- 
Aldrich, Steinheim, Germany), 1% dithiothreitol (DTT; Serva Electrophoresis GmbH, 
Heidelberg, Gemany), 2% [v/v] ServalythTM carrier ampholytes, pH 2–11 (Serva Electrophoresis 
GmbH, Heidelberg Germany) ) e conservato a -80°C fino al successivo uso. 
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3.4.5   CORSA ELETTROFORETICA BIDIMENSIONALE 
 
Per la prima dimensione sono state utilizzate le strisce  Ge Healthcare Immobiline TM DryStrip 
pH 3-10 NL (GE Healthcare Bio- Sciences AB, Uppsala, Sweden) lunghe 13 cm. Il gel delle 
strisce è stato reidratato passivamente a temperatura ambiente per 16 ore utilizzando circa 200 µg 
di proteine disciolte in un buffer di reidratazione (8 M urea, 2% [w/v] CHAPS, 10 mM DTT, 2% 
[v/v] Servalyth, 0.1% bromophenol blue) in volume totale di 250 µl.  Il focusing isoelettrico è 
stato effettuato utilizzando Protean IEF cell system (Bio-Rad Laboratories) a 20°C per 14,000 V-
hr. Quindi le strip sono state lavate per 12 minuti con il Buffer I (Urea 6M, 50 mM Tris- HCl pH 
8.4, Glicerolo 30% (v/v), sodio dodecil solfato (SDS) 2% (w/v), Ditiotreitolo (DTT) 2% (w/v)) 
con il Buffer II (Urea 6M, 50 mM Tris- HCl pH 6.8, Glicerolo 30% (v/v), SDS 2% (w/v), 
Iodoacetammide (IAA) 2.5 % (w/v) e tracce di bromofenolo) per 5 min utilizzando una blanda 
agitazione. Per l’elettroforesi della seconda dimensione Le strisce IPG equilibrate sono state 
quindi caricate su gel di poliacrilamide al 10% (16 cm × 14 cm) preparati in buffer di 
elettroforesi (0,375 M Tris 0.1% SDS). Per la corsa elettroforetica è stata usata la cella 
PerfectBlue Dual gel system M (PeQlab Biotechnologie GmbH, Erlangen, Germany) che è stata 
collegata ad un sistema di raffreddamento ed alla quale è stata applicato un voltaggio costante 
(160V). Al termine della corsa i gel così ottenuti sono stati sottoposti a colorazione con nitrato 
d’argento, le immagini sono state acquisite in gradazioni di grigio (16 bit, 400 dpi) sono state 
quindi analizzate e confrontate utilizzando il software Delta 2D v. 4.0 (Decodon, Greifswald, 
Germany). 
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4. RISULTATI 
 
4.1  ISOLAMENTI 
Le rocce da cui sono stati effettuati gli isolamenti provengono in gran parte da località di 
alta montagna o dall’Antartide, accessibili solo a persone esperte e sono quindi state 
raccolte grazie al coinvolgimento di un numero consistente di alpinisti, guide, viaggiatori 
o semplici amanti della scienza. Queste persone hanno prestato a titolo volontario la loro 
professionalità, esperienza ed hanno più di una volta messo a repentaglio la loro 
incolumità.  
Tutti gli funghi isolati in questo studio sono entrati a far parte della collezione CCFEE 
(Culture Collection of Fungi From Extreme Environments), sezione di micologia del 
Museo Nazionale dell’Antartide “Felice Ippolito” Conservata presso il DECOS 
(Dipartimento di Ecologia e Sviluppo Economica Sostenibile) dell’Università degli Studi 
della Tuscia. 
Sono stati raccolti 284 campioni ottenuti da località che abbracciano tutti i continenti e 
che sono rappresentative di diverse condizioni climatiche (es. desertico caldo, desertico 
freddo, alpino, mediterraneo, temperato freddo etc.). In ragione della più che esaustiva 
illustrazione (Tabella 5) delle provenienze dei campioni da cui sono stati effettuati gli 
isolamenti citiamo solo alcune, fra le più significative, delle altre località in cui sono stati 
effettuati i prelievi di roccia. In particolare ricordiamo i campioni prelevati dal Monte K2 
nel gruppo del Karakorum della catena dell'Himalaya in Pakistan (altitudine da 5000 a 
5150 m s.l.m.); dalla catena dell’Alto Atlante in Marocco ( 4141 m s.l.m), dai Pirenei 
(Monte Perdido, 3000m s.l.m.), dalla Cina con campioni provenienti dal Deserto di Gobi 
(1150 m s.l.m.) e dal Deserto Taklamakan (-30 m s.l.m.), dall’Islanda con i campioni 
prelevati per esempio nell’area prospicente il ghiacciaio Vatnajokull e nel 
Landamannalaugar (850 e 950 m s.l.m. rispettivamente), dal Nepal da diverse località ai 
piedi della catena hymalayana (altitudini comprese fra 1400 e 2700 m s.l.m), ma anche 
dai Salar boliviani (altitudini comprese fra 3700 e 4500 m s.l.m) e da località costiere 
della Francia (Cancale e Cap Farel, Bretagna), Croazia (Isole di Lesina e di Curzola) ed 
dell’Inghilterra (Worbarrow bay, Dorset). 
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Sono stati processati 139 campioni di roccia di cui 102 attraverso la semina su terreno 
agarizzato e 37 attraverso l’isolamento diretto delle colonie presenti sulla roccia con la 
tecnica dello spillo. Gli isolati ottenuti sono stati circa 850, riferibili a 92 campioni, di 
questi 324 sono funghi neri; di questi 171 sono stati inoltrati alle fasi di studio successive 
i cui dati sono riportati in Tabella 5.  
Tabella 5. Isolati inoltrati ad analisi molecolare e relative località di provenienza 
Isolato n. CCFEE  n. Località Geografica Coordinate Altitudine (m s.l.m.) 
17 5527 
1C 5526 
1D 5523 
1D LAHRMAN 5524 
Penisola Antartica / / 
A14 5386 
A2 5395 
A20 5461 
A29  
Italia 
Stolemberg (M. Rosa) 45°53'25.73"N 7°52'0.13"E 3200 
A2-7(1) 5409 
A2-7(2) 5410 
 
Argentina 
Rio Chorillo del Salto 
(Patagonia) 
49°17’20”S 72°90’49”W 200 
B5 5495 Italia P.ta Indren (M. Rosa) 45°53'59.73"N 7°52'33.44"E 3300 
C2 5388 
C3 5389 
C4(a) 5554 
C7 5496 
Italia 
Colle delle Pisse (M. Rosa) 
45°52'38.52"N 7°53'9.38"E 
 
3112 
 
D001-01  Antartide continentale Widowmaker Pass - 74°55’23.5”S 162°24’17.0”E  
D004-03 5530 Antartide continentale Widowmaker Pass -- 
74°55’23.5”S 162°24’17.0”E 
 
 
D007-02 5504 
D007-06 5474 
D007-07(2)  
D007-09  
D007-09bis(2)  
D007-10  
D007-11b 5484 
D007-13  
Antartide Continentale 
Tarn Flat 
74°57’47.4”S 162°28’41.1”E 
 
285 
D009-01 5489 
D009-01b 5488 
Antartide Continentale 
Battleship Promontory 76°54’39.7”S 160°54’35.0”E.  
D012-01 5473 
D012-09  
Antartide Continentale 
Convoy Range  76°56’30.0”S 161°04’44”E 1150 
D016-01a 5487 
D016-01b  
D016-02 5479 
D016-03 5475 
D016-06 5486 
D016-07 5480 
D016-09b 5485 
Antartide Continentale 
Battleship Promontory 76°54’39.7”S 160°54’35.0”E. / 
D019-08  Antartide Continentale Convoy Range  
76°57’57.4”S 160°45’56.0”E 
 
/ 
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D021-03  Antartide Continentale Battleship Promontory 76°54’39.7”S 160°54’35.0”E.  / 
D025-06 5511 
D025-08 5510 
Antartide Continentale 
Linnaeus Terrace - 
 
77°36’03.6”S 161°05’04.2”E / 
D032-02 5577 
Antartide Continentale 
Morris Basin – 
(Ricker Hills) 
 
75°38’38.5”S 159°02'46.3”E / 
Da001-01 5502 
Da001-04 5509 
Argentina 
(Monte Aconcagua) S 32° 40' 20" W 69° 57' 40" 4883 
Da003-01 5501 
Da003-02 5508 
Argentina 
(Monte Aconcagua) S 32° 40' 10" W 69° 57' 20" 4793 
Da004-06 5602 
Da004-09a  
Da004-15E  
Da004-16a 5506 
Da004-17(2) 5505 
Argentina 
(Monte Aconcagua) 
S 32° 40' 14.62" W 69° 57' 
26.31" 4885 
Da005-01  Argentina (Monte Aconcagua) S 32° 40' 01" W 69° 57' 10" 4555 
Da011-05 5606 
Italia 
Rifugio Capanna - pizzo Arera 
Alpi Orobie 
 
45°55' 43.13"N, 9° 48' 17.89" E 2000 
Da023-05(b)  
Da023-08(a) 5584 
Italia 
M.te Camicia Versante Castel 
del Monte 
42° 25.211 N 13° 42.425' E 1600 
Da026-03 5556 
Italia 
Campo Imperatore -Gran 
Sasso 
N42°26'29.3" E13°33'34.6" 2200 
Da033-06 5536 Norvegia Hessdalen Valley N62.77752 E 11.12102 810 
Da037a-04 5533 
Da037a-11 5548 
Norvegia 
Hessdalen Valley N62.78858 E11.20798  840 
Da052-01 5590 
Inghilterra 
West Sussex -Birling gap 
 
50° 44' 13,93"N 0° 13' 08,06"E 50 
Da054-02 5566 
Italia 
Oristano- Torre Argentina- 
 
40°19' 08.96" N 8°26' 38,54"E 0 
Da055-01 5555 
Da055-06 5569 
Italia 
Oristano- Torre Argentina- 
 
40°19' 08.96" N 8°26' 38,54"E 0 
Da061-03(a) 5585 Italia Merano 46° 42.278' N 11° 7.590' E 1580 
Da077-02 5542 
Da077-02 RUG 5543 
Da077-03 5544 
India 
Ladakh- Valle del Kanji-la . 34° 9'27.77"N 76°32'54.39"E 4150 
Da095-01 5538 
Da095-02 5537 
India 
Ladakh- Shingry Valley, 
località Shingo 
32°53'35.10"N  77°11'39.86"E 4240 
Da096A-03 5598 
India 
Ladakh- Marka Valley, 
Località Kaya 
33°51'24.92"N 77°28'40.71"E 4170 
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Da122-X 5587 
Stati Uniti 
S.Antonio Lackland AFB 
Texas 
23° 23.5 N 98° 36.9 O 220 
Da132-01 5562 Cipro 35° 0,838'N 32° 18,686'E 70 
Da139-01 5540 
Da139-03 5559 
Da139-04 5551 
Da139-05 5552 
Da139-X 5579 
Italia 
Cagliari-- S.Elia 39° 11.106'  N 9° 8.719 E 0 
Da144-01 5568 Austria Zugspitze - 47°25.264' N 10°59.073'E 2963 
Da149-04  
Da149-08 5553 
Da149-09 5558 
Da149-09b  
Australia- Northern Territory 
Devil’s Marbles 20° 32.485' S 134° 15.532'E 400  
Da150-06(A) 5557 Australia- Northern Territory Devil’s Marbles - 20° 32.485' S 134° 15.532'E 400 
Da152-01(a) 5572 Australia- Northern Territory Monti Olga- Kata Tjuta 25° 17.254' S  130° 43,946'E 500 
Da154-01 5576 Scozia- Highlands Aonagh Eagagh 56°40'52,66N 5°01'23,57"O 960  
Da156B-01 5575 Scozia- Highlands Foinaven 58°20'N 4°52'O / 
Da161-X1 5582 Gran Sasso- Corno Piccolo 42° 28.399'N 13° 34.404' E 2566 
Da165-01(a) 5594 Bolivia Volcan Sajama 18° 8.007 S 68° 52.769 O 4900 
Da175-01  Nuova Zelanda Franz Joseph Glacier 43° 26.251' S 170° 10.604 E 372 
Da178-03  
Da178A-02 5563 
Nuova Zelanda 
Isola del Nord 
 Cathedral Cove 
36° 49.583' S 175° 47.389' E 
 
0 
Da187-01 5597 Groenlandia  Tiniteqilaaq 65° 52.972' N 37° 46.946'O 7 
Da190-01 5581 
Italia 
Cagliari- Calamosca 
 
39° 10.980'N 9° 9.914E 5 
Da191b-01 5580 
Italia 
Cagliari- Calamosca 
 
39° 10.980'N 9° 9.914E 5 
Da199-01(a)  Città dei Sassi- sopra passo Sella / 2250 
Da200-01 5565 
Da200-02 5564 
Cagliari- Torre dell'Elefante- 
patina nera 39° 13,076'N 9° 6,903'E 60 
E4 5391 
E8 5392 
E9 5393 
Italia 
P.ta Indren (M. Rosa) 45°53'59.73"N 7°52'33.44"E 3300 
F3 5460 
F5(3) 5477 
F6(b) 5499 
F7 5547 
Italia 
Colle delle Pisse (M. Rosa) 45°52'38.52"N 7°53'9.38"E 3112 
G1(1) 5608 
G13 5394 
G3 5493 
G4 5478 
G8 5466 
Italia 
Stolemberg (M. Rosa) 45°53'25.73"N  7°52'0.13"E 3300 
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H10 5411 
H12 5469 
H13 5412 
H3 5401 
H6(a) 5607 
Italia 
Stolemberg (M. Rosa) 45°53'25.73"N  7°52'0.13"E 3200 
J3 5470 Val De la Mare 46°24'43.87"N 10°38'29.92"E 3000 
L10 5413 
L11 5467 
L14 5469 
L17 5414 
L1a 5456 
Italia 
P.ta Indren (M. Rosa) 45°53'59.73"N 7°52'33.44"E 3300 
M3 5400 
M5(1) 5398 
M7 5462 
Italia 
Stolemberg (M. Rosa) 45°53'25.73"N  7°52'0.13"E 3200 
N13b 5457 
N16a 5416 
N17 5498 
N7(5) 5465 
Italia 
Stolemberg (M. Rosa) 45°53'25.73"N  7°52'0.13"E 3200 
O12b 5463 
O16 5459 
O22 5500 
O24  
Italia 
P.ta Indren (M. Rosa) 45°53'59.73"N 7°52'33.44"E 3300 
R3 5545 Italia Corno Bianco- Dolomiti 45°49'32.17"N  7°52'18.14"E 3100 
R5-A 5521 
R5-B 5525 Penisola Antartica / / 
T2 5397 Italia Vallelunga (Selva) 46°33'12.68"N 11°44'27.26"E 1600 
U5 5396 Alpe di Siusi 46°33'24.61"N 11°39'7.49"E 2100 
X11 5476 
X16 5535 
X4 5415 
Italia 
Val De la Mare (Stelvio) 
 
46°24'43.87"N 10°38'29.92"E 3000 
Y2 5464 
Y3 5417 
Y6 5458 
Italia 
Val De la Mare (Stelvio) 
 
46°24'43.87"N 10°38'29.92"E 3000 
Z6 5395 
Italia 
Mahlknecht-Schwaige- 
Alpe di Siusi 
/ 2010 
 
ISOLATI SEQUENZIATI MA NON INSERITI NELL’ALBERO ITS 
 
A2-2 5402 Rio Chorillo (Ande) 49°17’20”S 72°54’49”W / 
B4/b 5387 
B13 5494 
Italia 
P.ta Indren (M. Rosa) 
45°53'59.73"N 
7°52'33.44"E 3300 
D6 5390 Italia Passo D’Olen (M. Rosa) 
45°52'22.87"N   
7°52'4.00"E 3050 
Da004-13  Antartide continentale Widowmaker Pass - 
74°55’23.5”S 
162°24’17.0”E / 
D012-04a 5534 Antartide Continentale Convoy Range - 
76°56’30.0”S 
161°04’44”E,  1150m  
D021-03a  
D021-04  
Antartide Continentale 
Battleship Promontory 
76°54’39.7”S 
160°54’35.0”E / 
Da003-03 5507 Argentina (Monte Aconcagua) 
S 32° 40' 10" W 69° 57' 
20" 4793 
Da032-01  
Norvegia 
Hessdalen Valley 
 
N62.75743 E11.10027  900 
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Da037a-03 5549 
Da037a-05 5550 
Norvegia 
Hessdalen Valley N62.78858 E11.20798 840 
Da047-03 5586 Inghilterra West Sussex-Beachy Head 
50° 44' 26,80"N  0° 12' 
11,56"E 50 
Da131-01  Algeria- Hoggar Bivak nabij Mt Ajerkhjer 22° 23.008'N 6° 54.962' E 755 
Da140B-01 5561 Austria- Zugspitze 
47°25.264' N 
10°59.073'E 2963 
Da150-12 5560 Australia Northern Territory - Devils Marbles 
20° 32.485' S 134° 
15.532'E 400 
Da165-01(b) 5595 Bolivia Volcan Sajama 
18° 8.007 S 68° 52.769 
O 4900 
Da189-01(a) 5583 Groenlandia Pusiajik 
65° 37.252 N 37° 4.208 
O 0 
da G13 5492 Italia Stolemberg (M. Rosa) 
45°53'25.73"N  
7°52'0.13"E 3200 
CAT A  
CAT B  
CAT C  
Cagliari – 
Leoni –Cattedrale S. Maria 
39° 13' 07.57" N 9° 07' 
00.03" E 60 
F5(1)  Italia Colle delle Pisse (M. Rosa) 
45°52'38.52"N 
7°53'9.38"E 3112 
H6(b) 
H6(c) 5491 
Italia 
Stolemberg (M. Rosa) 
45°53'25.73"N  
7°52'0.13"E 3200 
O14 5418 Italia P.ta Indren (M. Rosa) 
45°53'59.73"N 
7°52'33.44"E  
Q2 5546 
Italia 
Catinaccio Passo del Vaiolon 
Dolomiti 
46°26'22.84"N 
11°36'58.10"E  
X13a 5539 
X23a  
Italia 
Val De la Mare (Stelvio) 
 
46°24'43.87"N 
10°38'29.92"E  
 
4.2 DATA SET SEQUENZE 
L’indagine molecolare, operata a più livelli, è stata condotta su 171 nuovi isolati che sono 
stati sottoposti a sequenziamento. I target genici indagati sono quelli ribosomali nucleari 
e mitocondriali (ITS, LSU, SSU, mtSSU), ed i geni nucleari quali ß-tubulina (BT-2), 
actina (ACT), elongation factor (EF-1). Il lavoro di sequenziamento è stato molto 
laborioso non solo nella parte preparatoria quanto piuttosto in quella elaborativa in cui le 
sequenze sono state ricostruite nei diversi frammenti ( fino a 6 frammenti per singola 
sequenza) che andavano a costituire i filamenti forward e reverse. Le oltre 400 sequenze 
ottenute, sono andate così ad arricchire il data set di sequenze che verrà utilizzato 
nell’immediato futuro per approntare un’analisi filogenetica multilocus. Parte di queste 
sequenze, oltre un centinaio, è già stato pubblicato nella Banca dati Nucleotidica NCBI 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) come supporto alle pubblicazioni: Selbmann et al., 2008; 
Ruibal et al., 2009. 
In Tabella 6 vengono illustrate in via generale il numero ed il tipo di sequenze effettuate 
in relazione alla provenienza.  
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Tabella 6. Quadro generale del  Data set sequenze. Parte delle oltre 400 sequenze qui menzionate è stato 
pubblicato sulla Banca dati Nucleotidica NCBI a supporto alle  pubblicazioni Selbmann et al., 2008 e 
Ruibal et al., 2009 
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4.3 ANALISI FILOGENETICHE 
 
4.3.1    ALBERO ITS NEIGHBOUR JOINING 
 
Nell’albero di clusterizzazione basato sulle sequenze ITS mostrato in Figura 26, separato 
per una migliore leggibilità nelle sottosezioni 26a e 26b, non vengono visualizzati tutti i 
ceppi sequenziati per il frammento ITS; infatti, sono stati stralciati da quest’analisi 
preliminare campioni gli isolati A2-2, B4/b, B13, D6, Da004-13, Da032-01, Da037a-03, 
Da037a-05, Q2, X13a, X23a, Da150-12, Da140B-01, Da189-01(a), Da047-03. Tale 
decisione è motivata dal fatto che le sequenze di questi ceppi, rispetto agli altri in esame, 
risultavano deviate a un punto tale da risultare non allineabili con le altre e la loro 
eventuale posizione avrebbe creato rami eccessivamente lunghi che avrebbero inficiato la 
leggibilità stessa dell’albero. Il loro studio sarà quindi effettuato utilizzando dei marker a 
più lenta evoluzione. I campioni D012-04a, D021-03a, D021-04, Da003-03, da G13, 
F5(1), H6(b), H6(c), Da 165-01(b) ed O14, invece, non sono stati inseriti in quanto la 
loro sequenza ITS è risultata identica ad altri isolati provenienti dallo stesso campione di 
roccia. 
L’implementazione effettuata nel tempo a carico dell’albero di clusterizzazione ITS, non 
ha modificato l’assetto principale dei raggruppamenti ed ha consentito di confermare 
ulteriormente i dati di ricerche precedenti condotte su organismi simili. La gran parte 
degli isolati sembra comunque ricadere nella classe Dothideomycetidae ed in particolare 
nell’ordine Capnodiales, mentre solo una minoranza negli ordini Dothideales 
(Dothideomycetidae ) e Chaetothyriales (classe Eurotiomycetes). Alcuni gruppi, costituiti 
ad esempio dal genere Cryomyces Selbmann et al., o il Gruppo II non sembrano ricadere, 
almeno con questo tipo di analisi, in alcun ordine noto. La classe Dothideomycetes  
include anche alcuni gruppi di funghi noti per la loro estremofilia quali L’alofilo Hortaea 
werneckii (Horta) Nishim. & Miyaji o l’acidofilo Acidomyces acidophilus (Sigler & J.W. 
Carmich) Selbmann, de Hoog & De Leo. 
Alcuni dei nuovi isolati ricadono in generi descritti di recente (Selbmann et al., 2008). In 
particolare nel gruppo relativo al genere Recurvomyces Selbmann & de Hoog, gen. nov. 
(MycoBank MB511293), oltre alla specie descritta Recurvomyces mirabilis Selbmann & 
de Hoog, sp. nov. (MycoBank MB51129) isolato dall’Antartide, rientrano alcuni nuovi 
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isolati sempre dall’Antartide continentale (es. D016-01b, Battleship Promontory) ma 
anche alcuni di provenienza alpina (es. E4, Monte Rosa – Italia) e norvegese (Da033-06). 
Il gruppo relativo al genere Elasticomyces Zucconi & Selbmann, gen. nov. (MycoBank 
MB511296), composto originariamente dalla nuova specie Elasticomyces elasticus 
Zucconi & Selbmann, sp. nov. (MycoBank MB511297), e da isolati di provenienza 
andina (es. Da004-06, Monte Aconcagua – Argentina) ed antartica (es. D007-06, Tarn 
Flat – Antartide continentale) è stato ulteriormente arricchito da due raggruppamenti 
sister, molto ben correlati comprendenti degli isolati provenienti dall’Himalaya indiano 
(Ladakh ) e dalla penisola antartica. 
Il primo gruppo, Gruppo I riportato in Figura 26 presenta numerose ramificazioni 
riscontrabili al suo interno e risulta costituito da isolati provenienti da vari ambienti e 
latitudini. Un carattere comune per questi funghi isolati da rocce, da climi temperati come 
pure da ambienti iperalini e deserti freddi sembra essere la mancanza di una fase sessuata, 
caratteristica interessante visto la notevole diversificazione all’interno del gruppo; per 
tale motivo sono stati individuati col termine di “asexual clade”.  
Diversamente da quest’ultimo il gruppo II possiede una chiara connotazione geografica e 
ambientale essendo costituita da ceppi isolati da ambienti d’alta quota tutti di provenienza 
alpina (e per questo altrimenti denominato “ gruppo alpino”). 
Tredici isolati dalle Alpi (Z6- CCFEE 5395, U5- CCFEE5396, L1a- CCFEE 5456, Y6- 
CCFEE 5458, C8 – CCFEE 5388, M5(1)- 5338, A14 – CCFEE 5386, L7 – CCFEE 5414, 
M3- CCFEE5400, X4- CCFEE5415 E X16- CCFEE 5535) e due dalla penisola antartica 
( 1D Lahrman – CCFEE 5524 e 17- CCFEE 5527) formano un gruppo sister con il genere 
Davidiella (forma teleomorfa di Cladosporium). Risulta altresì interessante che gli isolati 
provenienti da scogliere della Nuova Zelanda (Cathedral Cove, Da178A-02 -CCFEE 
5563) e della Sardegna (Da190-01-CCFEE 5581, Da139-X- CCFEE 5578, Da139-01- 
CCFEE 5540, Da139-03- CCFEE 5559e Da191B-01- CCFEE 5580) possono essere 
ascritti alla specie Phaeotheca triangularis de Hoog & Beguin, in quanto raggruppano 
con un valore di bootstrap del 99% con due ceppi di questa specie. 
L’isolato Da003-02 (CCFEE 5508) di provenienza andina (Monte Aconcagua – prelevato 
a 4793 m s.l.m) ed il ceppo boliviano Da165- 01a- CCFEE 5594 (Volcan Sajama- 4900 
m s.l.m) formano un gruppo sister con la specie Pseudotaeniolina globosa De Leo, Urzì 
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& De Hoog. Interessante come entrambi i campioni provengano dall’America Latina e da 
altitudini superiori ai 4500 m s.l.m., purtroppo il numero ristretto di campioni non ci 
consente di fare speculazioni circa la caratterizzazione geografica di questo gruppo. 
Gran parte dei cladi ottenuti con questo tipo di analisi, tuttavia, erano sostenuti da valori 
di bootstrap piuttosto bassi. Questo è comprensibile in quanto sono stati inclusi nella 
comparazione organismi filogeneticamente anche piuttosto distanti; come evidenziato 
dall’albero ITS, infatti, possono infatti essere affiliati non solo ad ordini ma anche a classi 
differenti, mentre l’analisi era basata su geni variabili.  
Comunque l’analisi ITS ha dato una chiara idea della biodiversità ed ha consentito di 
effettuare, sulla base dei raggruppamenti ottenuti, una selezione degli organismi su cui 
basare le analisi successive.  
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Figura 26. Albero ITS ottenuto con analisi  Neighbour Joining col programma Mega 4. In legenda 
viene illustrato il codice a colori utilizzato per differenziare i campioni in base alla provenienza geografica. 
Per maggiori dettagli riguardo a quest’ultimo punto si rimanda alla Tabella 5 
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Figura 26a. Albero ITS (porzione superiore) ottenuto con analisi Neighbour Joining in Mega4. In 
legenda viene illustrato il codice a colori utilizzato per differenziare i campioni in base alla provenienza 
geografica. 
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Figura 26b. Albero ITS (porzione inferiore) ottenuto con analisi Neighbour Joining in Mega4. In 
legenda viene illustrato il codice a colori utilizzato per differenziare i campioni in base alla provenienza 
geografica 
 
4.3.2.   ALBERI NEIGHBOUR JOINING SSU ED LSU  
 
Le analisi sono state basate sullo studio di sequenze più conservate SSU ed LSU, al fine 
di risolvere meglio le relazioni filogenetiche intercorrenti fra i gruppi individuati 
sull’albero ITS Sono stati, quindi, costruiti due alberi filogenetici NJ basati sequenze 
conservate SSU ed LSU rispettivamente (Figure 27e 28).  
Le analisi condotte sui geni conservati presi singolarmente non sono sufficienti da sole a 
risolvere la filogenesi della classe Dothideomycetes. Infatti, le due analisi presentano 
delle incongruenze in quanto nell’albero SSU la famiglia Davidiellaceae risulta esterna 
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all’ordine Capnodiales, mentre ricade in tale ordine se l’analisi viene basata sulle 
sequenze LSU. Per ovviare a questo problema ci si ripropone nell’immediato futuro di 
ottenere degli alberi meglio risolti effettuando un’analisi multi locus.  
Indipendentemente da ciò da queste analisi è possibile comunque ottenere importanti 
informazioni. Il Gruppo I, “asexual clade”, risulta chiaramente incluso nell’ordine 
Capnodiales sia con l’analisi LSU che SSU, anche se sostenuto da valori di bootstrap 
differenti (98 ed 87% rispettivamente). Per quanto riguarda il gruppo alpino (Gruppo II), 
viene confermata la monofilia del clado, sebbene l’albero LSU meglio supporti questo 
dato rispetto all’SSU (bootstrap 100 e 54% rispettivamente). A causa dell’incongruente 
posizionamento a livello di ordine, per i bassi valori di boostrap che accompagnano le 
varie topologie, possiamo affermare che l’ordine cui appartiene questo gruppo deve 
essere ancora scoperto. 
Diversi degli isolati studiati (negli alberi SSU ed LSU sono stati inseriti solo una 
selezione di quelli citati a commento dell’albero ITS) rientrano nella famiglia 
Davidiellaceae. Tale famiglia include funghi melanizzati, alcuni dei quali fitopatogeni ed 
altri in grado di tollerare ampi range di salinità e di crescere anche a -5 °C fra questi 
citiamo ad esempio C. cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries. I funghi trovati in questo 
studio formano un gruppo sister con quelli sopra citati, meglio risolto con analisi LSU 
che sembra indicare la possibile presenza di due nuove specie. 
Per alcuni funghi, quali l’isolato B13 (CCFEE 5494), non incluso precedentemente nella 
costruzione dell’albero ITS, non è possibile al momento definire alcuna posizione 
sistematica in quanto continuano a mantenere una posizione isolata. Analogamente il 
gruppo III, riportato solo nell’albero SSU a causa della indisponibilità di sequenze LSU, 
non risulta avere una posizione sistematica definita.  
La posizione sistematica del ceppo CCFEE 5409 (isolato A2-7(1) ), può essere definita 
solo a livello di ordine occupando una posizione isolata ed esterna ai Dothideales. 
Per quanto riguarda le ipotesi di endemicità sulla base dei risultati ottenuti questa appare 
confermata per il gruppo Friedmanniomyces, infatti in questo raggruppamento ricadono 
solo isolati di provenienza antartica. Nel genere Cryomyces, invece, fino ad oggi ritrovato 
solamente in Antartide, rientrano gli isolati alpini (X11 e C4(a)); tale dato è confermato 
tanto dai risultati delle analisi ITS che quelle LSU ed SSU . Considerando la posizione 
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esterna al clado di questi due isolati ed il basso valore di identità nel frammento ITS con 
le specie C. antarcticus e C. minteri pari solo al 91% possiamo affermare che si tratta di 
nuova specie extra- antartica del genere Cryomyces. 
Anche per quanto riguarda i funghi che ricadono nell’ordine Chaetothyriales, se che le 
relazioni filogeentiche vengano meglio risolte dall’’analisi basata sulle sequenze LSU 
rispetto a quella SSU. In tale ordine i funghi delle rocce formano due cladi ben distinti, 
all’interno di uno di questo i ceppi CCFEE 5417 (Y3- Stelvio), CCFEE 5464 (Y2- 
Stelvio) e 5497 (D007-012- Tarn Flat, Antartide continentale) nell’albero LSU formano 
un gruppo ben supportato (100% bootstrap) che probabilmente ben rappresenta un nuovo 
taxon. Tale gruppo è sister del clado formato dai funghi (H6a- Monte Rosa), 5412 (H13- 
Monte Rosa), 5411 (H10- Monte Rosa) ma è poco supportato. Nessuno dei funghi nei 
due gruppi ha relazioni filogenetiche dirette con funghi attualmente descritti.  
Nel secondo clado i funghi CCFEE 5314, 5323 e 5324 formano un gruppo ben risolto 
nell’analisi LSU ed hanno relazioni filogenetiche dirette con Coniosporium perforans 
Sterfl. E Sarcinomyces petricola Wollenz. & de Hoog, descritti dai monumenti dell’area 
mediterranea. I ceppi CCFEE 5493 (T2- Alpi) e 5597 (da G13, Alpi) invece, occupano 
posizioni più esterne al clado in entrambi gli alberi SSU ed LSU. 
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Figura27. Albero LSU costruito su una selezione dei campioni sottoposti ad analisi molecolare 
utilizzando la funzione NJ in Mega 4. 
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Figura 28. Albero SSU costruito su una selezione dei campioni sottoposti ad analisi molecolare 
utilizzando la funzione NJ in Mega4.  
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4.3.3 ALBERO ITS MAXIMUM LIKELYHOOD PER LA DESCRIZIONE DI 
NUOVI TAXA 
 
Sulla base della monofilia dei gruppi relativi ai generi Elasticomyces e Recurvomyces, 
definiti sulla base della analisi filogenetiche basate sui geni conservati, al fine di 
descrivere eventuali nuovi taxa, sono state effettuate analisi filogenetiche basate sui geni 
variabili ITS in modo da risolvere in dettaglio le relazioni filogenetiche all’interno di tali 
gruppi e con gli organismi strettamente associati ad essi. 
L’albero ITS mostrato in figura 29 è stato generato sulla base di un allineamento 
ottimizzato manualmente contenente una selezione di 95 sequenze di funghi delle rocce, 
alofili, acidofili e fitopatogeni appartenenti all’ordine Capnodiales. Per quest’analisi è 
stato utilizzato il modello Akaike Information Criterion Corrected (AICc ) selezionando  
HKY+G (Hasegawa et al., 1985). La frequenza delle basi è stata la seguente: T = 0.2293, 
C = 0.3120, A = 0.2009, G = 0.2574, TC = 0.5413, AG = 0.4583. Sulla base della 
robustezza dei dati ottenuti è stato possibile procedere alla descrizione dei due generi 
Recurvomyces Selbmann & de Hoog, gen. nov. (MycoBank MB511293) ed 
Elasticomyces Zucconi e Selbmann, gen. nov. (MycoBank MB511296) e delle specie 
Elasticomyces elasticus Zucconi e Selbmann, sp. nov. (MycoBank MB511297) e 
Recurvomyces mirabilis Selbmann e de Hoog, sp. nov. (MycoBank MB51129). I dati 
filogenetici e le descrizioni dei nuovi taxa sono stati recentemente pubblicati (Selbmann 
et al., 2008). 
Nelle figure 30 e 31 vengono riportate le tavole che illustrano le principali caratteristiche 
morfologiche delle specie descritte, rispettivamente Recurvomyces mirabilis Selbmann e 
de Hoog, sp. nov. (MycoBank MB51129) e Elasticomyces elasticus Zucconi e Selbmann, 
sp. nov. (MycoBank MB511297). In particolare Recurvomyces mirabilis presenta una 
tipica conidiogenesi enteroblastica con conidiofori ricurvi; e Elasticomyces elasticus 
invece, mostra una caratteristica modalità di accrescimento per allungamento 
enteroblastico intercalare. 
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Figura 29. Albero filogenetico ITS (Selbmann et al., 2008) che mostra le relazioni dei nuovi generi 
descritti, evidenziati dai rettangoli , all’interno del genere Capnodiales. L’albero NJ si basa su 95 sequenze 
da  452 posizioni nucleotidiche, ed è stato generato utilizzando il modello HKY+G; quest’ultimo calcolato 
utilizzando  ML nel software MrAIC. I valori di bootstrap si basano su 100 ricampionamenti. 
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Figura 30. Recurvomyces mirabilis.CCFEE 5264 A. 1- conidi e ramoconidi. B–D. Conidiofori settati e 
ramificati; Ramificazione formante un angolo retto. E. Conidiofori ramificazioni ifali ricurve. F. Cellule 
conidiogene producenti conidi per proliferazione enteroblastica. G. Secession schizolitica del conidio. H. 
Cellule rigonfiate. Barra = 10µm (Selbmann et al., 2008) 
 
 
 
 
________________________________________________________________________ 
 82 
 
Figura 31. Elasticomyces elasticus CCFEE 5313. A. Ifa vegetativa. B, C. Ifa fertile ramificata che 
produce conidi per frammentazione. D. Disarticolazione dell’ifa fertile, le cellule rimangono unite da 
connettori. E. Ife rigonfiate. Barra = 20 µm (Selbmann et al., 2008). 
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4.4     GRUPPO ALPINO 
 
Tale gruppo costituito da 13 ceppi provenienti da quattro località (3 di queste nel Gruppo 
del Monte Rosa ed una nello Stelvio; Figura 32) risulta filogeneticamente separato dagli 
altri e supportato con valore di bootstrap pari al 100%; pertanto, nell’immediato futuro 
tale gruppo verrà descritto come nuovo genere. 
 
Figura 32. A sinistra i dati relativi agli isolati ricadenti nel gruppo alpino; a destra posizione geografica 
delle località di prelievo delle rocce. . 
 
Le caratteristiche morfologiche dei funghi all’interno di tale gruppo filogenetico, come 
pure le loro preferenze colturali, non risultano uniformi. Le colonie cresciute su MA 
(malt- agar) appaiono nere e tipicamente meristematiche, sono da rilevare tuttavia delle 
differenze nella consistenza delle colonie che va dal quasi burrosa di G8 (CCFEE 5466) 
fino al compatto e coriacea di B5(CCFEE 5495). Inoltre mentre durante le fasi di 
isolamento e preliminari di crescita la gran parte di questi ceppi presentava 
prevalentemente se non esclusivamente cellule sferiche indifferenziate (G8, A20, J3) con 
l’invecchiamento della coltura sono state riscontrate una prevalenza di ife. In alcuni casi 
(B5) vista la consistenza e compattezza della colonia non è stato possibile effettuare 
alcuna osservazione microscopica. Anche per quanto riguardo le preferenze colturali e 
termiche sono state osservate delle piccole differenze, possiamo comunque affermare che 
la temperatura di crescita ottimale è compresa fra 10 e 15°C e che la crescita risulta 
praticamente assente a 0°C e a 25°C. Il terreno MA consente una buona crescita per tutti i 
ceppi seppure non per tutti sia risultato il terreno d’elezione (dati non mostrati). 
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Figura 33. Foto scattate al microscopio ottico relative ad alcuni ceppi ricadenti nel gruppo alpino. La barra 
equivale a 10µm. 
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4.5  “ASEXUAL CLADE”: PROVE DI RIPRODUZIONE CLONALE 
 
Questo raggruppamento, individuato in tutti gli alberi NJ prodotti come monofiletico e 
ben sostenuto ha la particolarità di essere molto più vasto e diversificato degli altri. Il 
gruppo non presenta alcuna relazione filogenetica diretta con teleomorfi noti e tali funghi 
non possono essere ascritti ad alcuna specie né sembrano in grado di riprodursi 
sessualmente. Vista l’ampia diversificazione di questo gruppo, tuttavia, questa modalità 
appare piuttosto insolita. Ci si è quindi focalizzati su questo gruppo per effettuare analisi 
che consentissero di verificare che effettivamente non vi fosse ricombinazione all’interno 
di esso basandosi sull’analisi molecolare delle sequenze per l’actina (ACT), beta-tubulina 
(BT-2) ed ITS.  
 
L’allineamento multilocus è stato basato su un totale di 1144 caratteri, inclusi i gaps. La 
Figura 35 mostra l’albero RaXML multi locus dove sono stati individuati i gruppi su cui 
sono state basate le analisi di ricombinazione. Gli alberi RaXML ottenuti sulla base degli 
allineamenti dei singoli geni per l’actina, beta-tubulina ed ITS non sono stati riportati. La 
tabella X riporta i valori degli indici di associazione (IA) e dei valori di variabilità 
osservata (VD) ed il grado di variabilità attesa (VE) per i test eseguiti sia sui singoli geni 
che sui geni combinati utilizzando il programma LIAN v 3.5. L’analisi basata sui singoli 
geni ha generato gli stessi valori per tutti i parametri misurati; la variabilità osservata è 
sempre risultata maggiore di quella aspettata con un indice di associazione pari a 0,6612. 
Tali risultati indicavano chiaramente assenza di ricombinazione. Nell’analisi combinata 
sui tre loci la differenza tra il valore di la variabilità osservata ed attesa era ancora più alta 
e l’indice di associazione era di quasi 0,9 confermando, quindi, una totale assenza di 
ricombinazione tra gli organismi presi in esame.  
Il parametro Theta (θ), calcolato mediante il programma Multilocus version 1.0b sulla 
base dell’analisi multi locus, risultava di valore pari a 0,618426, ben superiore a 0. 
Pertanto anche il risultato di questa analisi confermava assenza di ricombinazione. 
L’ultima analisi, condotta sull’allineamento multi locus con il software SplitsTree v. 4.8, 
ha generato l’albero mostrato in Figura 36. La topologia a forma di stella piuttosto che di 
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rete dell’albero ottenuto evidenzia graficamente la mancanza di ricombinazione tra i 
ceppi studiati. Inoltre l’analisi del “Phi test” condotta con lo stesso programma indicava 
che non era possibile trovare alcuna evidenza statisticamente significativa per la presenza 
di ricombinazione (p = 0.06092184103588483).  
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Figura 34. Albero ITS, costruito con analisi Neighbour Joining in Mega4, dove sono evidenziate le 
relazioni filogenetiche dei 58 ceppi fungini all’interno del clado. Una selezione di ceppi all’interno dei 
gruppi 1 e 2 è stata utilizzata per le successive analisi di ricombinazione. 
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Figura 35. Albero RaXML, costruito sulla base dell’allineamento multilocus (actina, beta-tubulina ed ITS) 
per un totale di 1144 posizioni, utilizzando il portale CIPRES. Sono evidenziati i gruppi che sono stati 
definiti per l’analisi di ricombinazione. 
 
 
 
 
 
Tabella 7. Indici di associazione (IA) e dei valori di variabilità osservata (VD) ed il grado di variabilità 
attesa (VE) per i test eseguiti sia sui singoli geni che sui geni combinati utilizzando il programma LIAN v 
3.5. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ITS BT-2 ACT Multilocus 
VD 0.5403 0.5403 0.5403 0.6237 
VA 0.3253 0.3253 0.3253 0.3294 
IA 0.6612 0.6612 0.6612 0.8932 
________________________________________________________________________ 
 89 
Figura 36.  Albero generato sulla base dell’allineamento multi locus utilizzando il programma SplitsTree v. 
4.8. La topologia dell’albero a forma di stella piuttosto che di rete mostra graficamente la mancanza di 
ricombinazione tra i ceppi studiati. 
 
 
4.6         VALUTAZIONE DEI PROFILI PROTEICI 
 
La valutazione dei profili proteici dei funghi neri delle rocce rappresenta un passo 
importante per la comprensione della fisiologia di questi organismi soprattutto perché 
inclusa in un progetto più ampio che si prefigge di scoprire alcune caratteristiche 
fondamentali del genoma di questi organismi. Trovandoci nelle fasi preliminari di questo 
tipo di indagine non si è potuti andare a fondo nella caratterizzazione dei geni espressi ma 
i risultati ottenuti ci consentono di dare una spiegazione ad alcune osservazioni effettuate. 
Sebbene in principio siano stati inseriti due ceppi di riferimento in ragione della loro 
diffusione, delle conoscenze sul loro genoma, e delle caratteristiche di quest’ultimo (alto 
numero di geni per entrambi ma dimensioni del genoma ristretto per quanto riguarda S. 
cerevisiae ed in linea con gli altri filamentosi per P.chrysogenum) sulla base dei risultati 
ottenuti nella corsa unidimensionale degli estratti proteici (Figura 37) si è deciso di 
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procedere altrimenti. Appare infatti molto marcata la differenza si S. cerevisiae dagli altri 
ceppi in esame, per questo motivo per le fasi preliminari di studio della proteomica dei 
funghi neri delle rocce di utilizzare come riferimento il solo ceppo di P. chrysogenum 
MA 3995. Ancora è possibile notare come i residui dei pigmenti melaninici (vd. 
Coniosporium perforans e Cryomyces minteri) possano persistere consistentemente 
nell’estratto proteico.  
 
 
Figura 37. Gel SDS-PAGE relativo agli estratti proteici dei ceppi: Coniosporium apollinis MA 1291, 
Coniosporium perforans MA 1299, Sarcinomyces petricola MA 3375, Exophiala jeanselmei MA 2853, 
Cryomyces antarcticus CCFEE 534, Cryomyces minteri CCFEE 5187 e CCFEE 5177 (fungo nero non 
identificato). Quali organismi di controllo sono stati scelti Saccharomyces cerevisiae MA470 e Penicillium 
chrysogenum MA3995. 
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Figura 38. Cryomyces antarcticus CCFEE 534: Confronto di profili proteici 2D in diverse condizioni. I ceppi utilizzati per l’esperimento sono cresciuti alla 
temperatura ottimale di crescita (15°C) e quindi esposti per una settimana a diverse temperature al termine del quale sono stati effettuati i prelievi. Per il 
campione di controllo la temperatura è rimasta costante a 15°C. (a) Standard; (b) Esposizione a 1±1°C. Si evidenzia un forte decremento dell’espressione genica; 
(c) Esposizione a 28±0.5°C; da evidenziare un’overespressione, rispetto allo standard, delle proteine . Cerchiate in rosso alcune delle proteine espresse comuni a 
tutte le condizioni. Sulla base del pattern di consenso degli spot si è ottenuto il profilo di espressione di ciascuna proteinea rilevata per ciascuna condizione 
applicata.  
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Figura 39. Profili proteici a confronto. (a,d) Cryomyces antarcticus CCFEE 534; (b,e) Coniosporium perforans MA 1299; (c,f) Penicillium chrysogenum MA 
3995. Nella porzione superiore sono riportate le schermate del programma Delta 2D utilizzato per l’elaborazione delle immagini relativamente agli spot rilevati 
per ciascun ceppo. Come è possibile notare il numero delle proteine espresse risulta significativamente più basso in Cryomyces antarcticus.  Nella porzione  
inferiore (lettere d-f) sono riportati in viola i punti di sovrapposizione fra C. antarcticus e C. perforans, in verde quelli fra C. perforans e P.chrysogenum. 
Naturalmente trattandosi di ceppi diversi non si può avere la certezza, prima di delle analisi del caso, che si tratti effettivamente di proteine comuni.  
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Figura 40. Coniosporium perforans MA 1299 Confronto di profili proteici 2D. (a-e) Coniosporium perforans: (a, d) Standard; (b,e) Esposizione a 1±1°C; (c) 
sovrapposizione dei gel a seguito del warping. (f) Cryomyces antarcticus CCFEE 534 Standard. (d,e) evidenziate in rosso alcune proteine comuni ai due profili; 
(f) evidenziate in viola proteine comuni  ai ceppi di Cryomyces antarcticus e Coniosporium perforans, in verde sono evidenziate le proteine o gruppi di proteine 
che sono comuni ai due ceppi ma che vengono espresse sia in condizioni standard che a 1±1°C. 
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I risultati ottenuti attraverso la separazione bidimensionale delle proteine hanno 
evidenziato il cambiamento del profilo proteico di C. antarcticus CCFEE 534 in relazione 
al cambiamento della temperatura. Come è possibile osservare in Figura 38 l’esposizione 
ad una temperatura prossima al punto di congelamento dell’acqua (1±1°C) determina un 
impoverimento del profilo proteico (sono solo 82 gli spot rilevati su questo gel) in cui è 
possibile altresì notare come l’espressione di alcune proteine risulta pressocché inalterata. 
Al contrario l’esposizione a 28°C, che per Cryomyces antarcticus rappresenta una 
temperatura limitante/inibente la crescita, è possibile notare che la ricchezza del profilo 
rimane praticamente inalterata (187 spot rilevati contro i 196 del controllo) tuttavia 
cambia visibilmente il suo pattern con l’aumentata espressione di alcune proteine comuni 
ai due profili e l’espressione di proteine a prevalente carica negativa ( migrati quindi 
verso il polo positivo durante il focusing isoelettrico, a sinistra del gel ) non rilevate nel 
controllo.  
Dal confronto dei profili proteici 2D di C. antarcticus CCFEE 534, C. perforans MA 
1299 e  P. chrysogenum MA 3995, riportato in Figura 39, è possibile notare come la 
ricchezza del profilo proteico risulti più scarso per il primo. Infatti il numero degli spot 
rilevati per C. perforans e  P. chrysogenum risultano confrontabili (316 e 326 
rispettivamente); al contrario C. antarcticus presenta visibilmente più povero in un 
rapporto di 3:5.  
Ancora grazie all’opzione warp di Delta 2D è stato possibile evidenziare  la perfetta 
sovrapposizione di diversi spot (in viola, Figura 40) nei ceppi di C. antarcticus e C. 
perforans. Allo stesso modo ( in verde) un minor numero e con minore affidabilità sono 
stati riscontrati dei punti di sovrapposizione fra C. perforans e P.chrysogenum.  
Naturalmente trattandosi di ceppi diversi non si può avere la certezza, prima di delle 
analisi del caso, che si tratti effettivamente di proteine comuni. 
Ancora risulta interessante osservare ( in Figura 38 la variazione del profilo proteico di 
Coniosporium perforans in relazione all’abbassamento della temperatura. Il suo profilo 
proteico in condizioni ottimali risulta costituito da 316 spot che si riducono a 167 a 
seguito dell’esposizione per una settimana alla temperatura di 1±1°C. Nonostante 
quest’ultimo risulti visibilmente più povero è possibile osservare , evidenziati in rosso, un 
certo numero di proteine che vengono spresse in entrambe le condizioni. Risulta ancora 
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più importante notare che alcune di queste, evidenziate in verde, risultano comini anche a 
Cryomyces antarcticus. 
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5. DISCUSSIONE 
 
Quanto è ampia la biodiversità dei funghi neri delle rocce? Esiste una relazione fra 
distanze geografiche e distanze genetiche? Quali sono le prospettive di vita degli 
organismi clonali? 
Questi sono alcuni punti che ci siamo prefissi di chiarire nell’ambito di questo studio. 
Come in precedenza fatto da Ruibal (2004), abbiamo strutturato la nostra ricerca su un 
complesso programma di raccolta di rocce, operato su vasta scala, e di isolamento con 
metodi colturali. A differenza però di quanto fatto in precedenza, in cui i campioni di 
roccia provenivano tutti da un’area piuttosto ristretta della Spagna, abbiamo voluto 
sondare la molteplicità degli climi e delle latitudini. Questo ci ha consentito di avere un 
quadro più completo e probabilmente più realistico relativamente alla distribuzione di 
questi organismi oltre che creare i presupposti operativi per il prosieguo dello studio della 
biodiversità dei RIF (Rock-Inhabiting Fungi). Infatti è stato possibile processare solo 139 
campioni roccia dei 284 entrati a far parte della collezione del Museo dell’Antartide 
“Felice Ippolito”, così come sono stati inoltrati ad analisi molecolare solo 170 ceppi di 
funghi neri sui 324 isolati (riferibili a 92 campioni), su un numero totale, comprensivo 
anche di lieviti e funghi ialini, che ha superato le 800 unità. Questi pochi numeri, ed in 
considerazione dei ben noti limiti del metodo colturale, ci fanno comprendere quanto i 
funghi neri delle rocce siano diffusi e solo supporre quanto possano essere complesse le 
interazioni che si vengono a creare fra gli abitanti del substrato litico.  
 
Sappiamo bene come i funghi neri delle rocce pur condividendo diversi caratteri comuni 
all’intero gruppo risultino in realtà piuttosto eterogenei da un punto di vista filogenetico 
(Sterflinger, 2005;  Selbmann et al., 2008). Sebbene i nostri campionamenti abbiano 
coperto varie aree del mondo risultano comunque puntiformi e quindi inadeguati per 
consentire una stima reale della biodiversità dei funghi neri delle rocce. Tuttavia appare 
comunque evidente quanto numerose e differenti possano essere i RIF. La maggioranza 
dei ceppi ricadono nella classe Dothideomycetidae, ed in particolare nell’ordine 
Capnodiales, mentre solo una minoranza negli ordini Dothideales (Dothideomycetidae) e 
Chaetothyriales (classe Eurotiomycetes). Il fatto che siano stati riscontrati dei funghi 
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delle rocce che non ricadono in nessuno degli ordini conosciuti significa che altri ordini e 
nuove classi devono essere ancora descritte e che ancora molte specie devono essere 
scoperte.  
Alcuni dei nuovi isolati ricadono in generi descritti di recente (Selbmann et al., 2008). In 
particolare nel gruppo relativo al genere Recurvomyces Selbmann & de Hoog, gen. nov. 
(MycoBank MB511293), oltre alla specie descritta Recurvomyces mirabilis Selbmann & 
de Hoog, sp. nov. (MycoBank MB51129) isolato dall’Antartide, rientrano alcuni nuovi 
isolati sempre dall’Antartide continentale (es. D016-01b, Battleship Promontory) ma 
anche alcuni di provenienza alpina (es. E4, Monte Rosa – Italia) e norvegese (Da033-06). 
Il gruppo relativo al genere Elasticomyces Zucconi & Selbmann, gen. nov. (MycoBank 
MB511296), composto originariamente dalla nuova specie Elasticomyces elasticus 
Zucconi & Selbmann, sp. nov. (MycoBank MB511297), e da isolati di provenienza 
andina (es. Da004-06, Monte Aconcagua – Argentina) ed antartica (es. D007-06, Tarn 
Flat – Antartide continentale) è stato ulteriormente arricchito da due raggruppamenti 
sister, molto ben correlati comprendenti degli isolati provenienti dall’Himalaya indiano 
(Ladakh/ Gulap Kangri, 5199 m s.l.m:  Da095-01-CCFEE 5537, Da095-02-CCFEE 5538; 
Ladakh/ Kanji Valley, 4150 m s.l.m.: Da077- 02- CCFEE 5542, Da077-02 rugoso- 
CCFEE 5543 e Da077-03 – CCFEE 5544 ) e dalla penisola antartica (1C – CCFEE 5526 
e R5B- CCFEE.5525). 
Tredici isolati dalle Alpi (Z6- CCFEE 5395, U5- CCFEE5396, L1a- CCFEE 5456, Y6- 
CCFEE 5458, C8 – CCFEE 5388, M5(1)- 5338, A14 – CCFEE 5386, L7 – CCFEE 5414, 
M3- CCFEE5400, X4- CCFEE5415 E X16- CCFEE 5535) e due dalla penisola antartica 
(1D Lahrman – CCFEE 5524 e 17- CCFEE 5527) formano un gruppo sister con il genere 
Davidiella (forma teleomorfa di Cladosporium). Tale raggruppamento però risulta meglio 
risolto a seguito della costruzione degli alberi NJ per i geni LSU, dove mostra un valore 
di bootstrap pari a 98%, mentre l’albero SSU mostra valori sotto il 50% cosa che 
sembrerebbe  indicare la possibile presenza di due nuove specie. 
Ricordiamo che la famiglia delle Davidiellaceae include funghi melanizzati, alcuni 
fitopatogeni ed altri in grado di tollerare ampi range di salinità e di crescere anche a -5 °C 
(Onofri et al., 2004) quali C. cladosporioides (Fresen.) G.A. de Vries. 
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Ancora interessante è notare come mentre gli isolati provenienti da scogliere della Nuova 
Zelanda (Cathedral Cove, Da178A-02 -CCFEE 5563) e della Sardegna (Da190-01-
CCFEE 5581, Da139-X- CCFEE 5578, Da139-01- CCFEE 5540, Da139-03- CCFEE 
5559e Da191B-01- CCFEE 5580) possono essere ascritti alla specie Phaeotheca 
triangularis de Hoog & Beguin in quanto raggruppano con 99% bootstrap con due ceppi 
di questa specie. 
L’isolato Da003-02 (CCFEE 5508) di provenienza andina (Monte Aconcagua – prelevato 
a 4793 m s.l.m) ed il ceppo boliviano Da165- 01a- CCFEE 5594  (Volcan Sajama- 4900 
m s.l.m) formano un gruppo sister con la specie Pseudotaeniolina globosa De Leo, Urzì 
& De Hoog. 
Gran parte dei cladi ottenuti con questo tipo di analisi, tuttavia, erano sostenuti da valori 
di bootstrap piuttosto bassi. Questo è comprensibile in quanto sono stati inclusi nella 
comparazione organismi filogeneticamente anche piuttosto distanti. Comunque l’analisi 
ITS ha dato una chiara idea della biodiversità ed ha consentito di effettuare, sulla base dei 
raggruppamenti ottenuti, una selezione degli organismi su cui basare le analisi successive.  
Le analisi condotte sui geni conservati presi singolarmente non sono sufficienti da sole a 
risolvere la filogenesi della classe Dothideomycetes. Infatti, le due analisi presentano 
delle incongruenze in quanto nell’albero SSU la famiglia Davidiellaceae risulta esterna 
all’ordine Capnodiales, mentre ricade in tale ordine se l’analisi viene basata sulle 
sequenze LSU. Ci si ripropone di ottenere degli alberi meglio risolti in futuro effettuando 
un’analisi multi locus.  
Per quanto riguarda i funghi che ricadono nell’ordine Chaetothyriales, l’analisi basata 
sulle sequenze LSU sembra risolvere meglio le relazioni filogenetiche rispetto a quella 
SSU. In tale ordine i funghi delle rocce formano due cladi ben distinti, all’interno di uno 
di questo i ceppi CCFEE 5417 (Y3- Stelvio), CCFEE 5464 (Y2- Stelvio) e 5497 (D007-
012- Tarn Flat, Antartide continentale) nell’albero LSU formano un gruppo ben 
supportato (100% bootstrap) che probabilmente ben rappresenta un nuovo taxon. Tale 
gruppo è sister del clado formato dai funghi CCFEE 5607 (H6a- Monte Rosa), 5412 
(H13- Monte Rosa), 5411 (H10- Monte Rosa) ma è poco supportato. Nessuno dei funghi 
nei due gruppi ha relazioni filogenetiche dirette con funghi attualmente descritti.  
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Da un punto di vista filogenetico il Gruppo I, “asexual clade”, risulta chiaramente incluso 
nell’ordine Capnodiales essendo sostenuto dall’analisi bootstrapping da un valore pari al 
98% per l’albero LSU ed 87% per quello SSU.  
In questo gruppo, di difficile interpretazione a causa dell’impossibilità di trovare dei tratti 
comuni a tutti i componenti, sono confluiti oltre 20 ceppi di nuovo isolamento (18 ceppi 
sono indicati nell’albero NJ per le sequenze ITS, gli altri non sono stati inseriti perché 
ritenuti duplicati ). Diversi per morfologia e preferenze termiche hanno dimostrato una 
distribuzione molto ampia ed una ecletticità adattativa che non ci si aspetterebbe da 
organismi che almeno apparentemente si riproducono esclusivamente per via asessuata. 
Infatti sulla base delle teorie avanzate da Muller (Muller, 1964) e da Kondrashov 
(1982;1984) in mancanza di una riproduzione di tipo sessuato, che garantisca la 
ricombinazione genica, l’organismo sarebbe destinato all’estinzione. Ciò accadrebbe nel 
primo caso perché il lignaggio asessuale, ben adattato al suo ambiente, andrà ad 
accumulare delle mutazioni sfavorevoli che comporterebbero, per il singolo individuo e 
per la popolazione, una diminuzione della fitness determinando progressivamente una 
diminuzione del numero di individui privi di mutazioni con perdita di quella originale (e 
quindi senza mutazioni) e con eventuale estinzione del lignaggio. Nella seconda ipotesi si 
raggiungerebbe l’estinzione perché mancando la ricombinazione verrebbe a mancare la 
compartimentazione delle mutazioni.  
Proprio per verificare l’assenza di ricombinazione all’interno del gruppo è stata effettuata 
una particolare analisi molecolare basa sulle sequenze per l’actina (ACT), la beta-
tubulina (BT-2) ed ITS. Tali analisi, effettuata su una selezione di ceppi appartenenti a 
detto clado, ha confermato l’assenza di ricombinazione. Questo dato apre la strada a 
nuove ipotesi per capire quale sia il meccanismo adottato da questo gruppo per ovviare 
all’estinzione. Infatti in natura sono noti altri esempi di organismi che vivono da milioni 
di anni riproducendosi per via asessuata, tra questi ricordiamo i rotiferi bdelloidi e tra i 
funghi il Phylum Glomeromycota ed. I primi hanno adottato una tecnica molto particolare 
che prevede la formazione di spore multinucleate che contengono una popolazione di 
nuclei geneticamente divergenti. Questi nuclei possiedono talvolta delle sequenze 
nucleotidiche così diverse da sembrare appartenenti a famiglie diverse. Probabilmente 
tale sistema rappresenta un’alternativa valida al sesso in cui la selezione naturale opera 
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favorendo gli individui con un migliore bilanciamento della popolazione di nuclei 
geneticamente diversi anche se, come fanno notare alcuni autori (Carlile et al., 2001), 
questi organismi, vivendo in simbiosi endofitica con le piante, risultano largamente 
protetti dagli effetti dell’ambiente. Al contrario nei rotiferi bdelloidi è stato evidenziato 
un massivo trasferimento orizzontale di geni (horizontal gene transfer, HGT), 
documentato in precedenza solo in poche specie associate da rapporti di endosimbiosi o 
parassitismo. I geni estranei riscontrati sembrano provenire da batteri, funghi e piante 
concentrati nelle regioni telomeriche, insieme a diversi elementi trasponibili. In questo 
modo si è dimostrato che l’acquisizione e l’assimilazione di geni esogeni può costituire, 
come per i rotiferi bdelloidi, un’importante forza evolutiva.  
Nel nostro caso sembrerebbe che le condizioni ambientali avverse abbiano favorito gli 
organismi con riproduzione asessuata. Infatti, una riproduzione clonale riduce i costi 
metabolici dovuti a il mantenimento della ricombinazione (Brown, 1999) e semplifica 
notevolmente le cose in quanto non obbliga l’individuo alla ricerca del mating type. 
Inoltre, in condizioni molto selettive ogni variazione non ottimale viene immediatamente 
e negativamente selezionata, pertanto le mutazioni deleterie non tendono ad accumularsi 
nella popolazione. I nostri organismi, inoltre, specializzati nell’estremotolleranza e non 
nella competizione, come sembrano dimostrare i dati preliminari sull’analisi del proteoma 
sono focalizzati sull’espressione di pochi geni verosimilmente indispensabili alla 
sopravvivenza. Il mantenimento di un genoma attivo ridotto diminuisce le possibilità che 
qualunque mutazione puntiforme sia efficace. Pertanto, anche se normalmente si osserva 
una correlazione diretta tra pressione ambientale e tendenza alla ricombinazione 
(Seymour et al., 2005), come già osservato in alcuni organismi del Mar Morto (Kis-Papo 
et al., 2003) esiste una soglia oltre la quale il mantenimento della riproduzione sessuata 
non è più “economicamente” conveniente e le riproduzione clonale viene promossa. 
 
A differenza di quanto già visto riguardo il precedente taxa, i 13 isolati ricadenti in questo 
gruppo possiedono una chiara connotazione geografica essendo stati tutti isolati da rocce 
provenienti dalle Alpi. Essi sono anche accomunati dal fatto di essere stati isolati da rocce 
prelevate ad un’altitudine superiore o uguale ai 2500 m s.l.m cosa che potrebbe aver 
influito sulle loro preferenze termiche di crescita. Infatti, sebbene esistano delle lievi 
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differenze fra i diversi ceppi, la temperatura ottimale di crescita risulta compresa fra i 10 
ed i 15°C ; che risulta ridottissima a 0°C  e pressoché assente già a 25°C nella maggior 
parte dei ceppi. É doveroso comunque evidenziare in quest’ultimo caso che i tempi di 
incubazione lunghi (da 5-6 settimane per G8- CCFEE 5466 e A20- CCFEE 5461, a 16-18 
per B5 - CCFEE 5495) e le temperature utilizzate nella prova, determinando il 
progressivo disseccamento del mezzo di coltura, possono aver ulteriormente inasprito le 
condizioni di crescita. Da un punto di vista morfologico non è possibile evidenziare un 
particolare tratto che li contraddistingua. Essi possiedono cellule a pareti ispessite 
fortemente melanizzate, cellule sferiche indifferenziate e ife toruloidi. Talvolta il 
pigmento risulta evidente negli spazi circostanti e non strettamente adeso alle cellule. Le 
colonie cresciute su MA (malt- agar) appaiono nere e tipicamente meristematiche, sono 
da rilevare tuttavia delle differenze nella consistenza delle colonie che va dal quasi 
burrosa di G8 (CCFEE 5466) fino al compatto e coriacea di B5( CCFEE 5495). Inoltre 
mentre durante le fasi di isolamento e preliminari di crescita la gran parte di questi ceppi 
presentava prevalentemente se non esclusivamente cellule sferiche indifferenziate (G8, 
A20, J3) con l’invecchiamento della coltura sono state riscontrate una prevalenza di ife. 
In ragione della compattezza della colonia formata dal ceppo B5 - CCFEE 5495 è stato 
impossibile procedere all’osservazione microscopica. Alla luce delle differenze rilevate 
da un punto di vista fisiologico e morfologico è opportuno mettere in evidenza che questo 
clado palesemente monofiletico (meglio sostenuto in LSU rispetto all’SSU con valori di 
bootstrap rispettivamente pari a 100 e 54%), cui non è stato possibile associarlo ad alcun 
ordine noto, presenta al suo interno alcune ramificazioni evidenziate nell’albero NJ per le 
sequenze ITS (Figura 26 e 26b). Infatti il ceppo B5 - CCFEE 5495 che, come abbiamo 
potuto constatare, più dagli altri ceppi si differenzia nel gruppo, occupa una posizione 
esterna. Tale posizione è stata confermata anche a seguito della costruzione degli alberi 
NJ per i geni a più lenta evoluzione LSU ed SSU. A tale proposito sarebbe opportuno 
approfondire l’indagine per valutare se B5 - CCFEE 5495 condivida con gli altri isolati 
solo il genere o anche la specie. 
Dopo aver passato in rassegna le caratteristiche di questo taxon che verrà descritto a 
breve, è lecito chiedersi quale sia il significato evolutivo di questa scoperta. 
________________________________________________________________________ 
 102 
Sono numerosi gli studi che enfatizzano l’importanza dell’isolamento geografico nella 
nascita di nuove specie. Infatti Giraud e colleghi (Giraud et al., 2008) hanno passato in 
rassegna i diversi meccanismi attraverso cui può avvenire la speciazione nei funghi. In 
realtà molto poco, eccetto i casi in cui esistono delle barriere geografiche, si può 
affermare con certezza riguardo i funghi che non mostrano una riproduzione sessuata.  
Di conseguenza risulta interessante capire come e in che tempi possa essere avvenuta la 
divisione di questo gruppo in un’area geografica che non risulta propriamente isolata.  
Al momento possiamo solo ipotizzare, in riferimento a quanto affermato da Vincent 
(2000), che i tempi occorsi al gruppo alpino per dare origine ad una nuova specie siano 
stati più lunghi rispetto a quanto prospettato per l’Antartide venendo a mancare 
l’isolamento geografico e genetico ed in presenza di una pressione ambientale meno 
stringente.  
 
Sulla base di questa teoria è possibile ipotizzare, permanendo per tempi ragionevolmente 
lunghi le condizioni di isolamento genetico e geografico, la formazione di endemismi 
microbici. Questa possibilità tuttavia è stata a lungo osteggiata da un gruppo di studiosi 
che hanno avuto come maggiori esponenti Fenchel e Finlay, i quali in una serie di 
pubblicazioni (Finlay, 2002; Fenchel e Finlay, 2004), hanno illustrato le evidenze che 
comprovano la teoria del “Tutto è dappertutto” (Everything is everywere) riguardo la 
globale distribuzione degli eucarioti microscopici (unicellulari). Essi infatti hanno 
dimostrato che un gran numero di specie di eucarioti microscopici riconosciute 
morfologicamente e più piccoli di 1–10 mm hanno una distribuzione globale in quanto, 
proprio per le loro dimensioni, ritenuti meno soggetti all’effetto delle barriere 
geografiche. Tuttavia, contrariamente a quanto illustrato poc’anzi, sono stati pubblicati 
numerosi studi (LaChance, 2004; Whitaker et al., 2003; Telford et al., 2006; Katz et al., 
2005; Foissner. 2006), alcuni basati su metodi molecolari, che evidenziano la relazione 
esistente tra le distanze geografiche e quelle genetiche. Per quanto riguarda il Regno dei 
Fungi, Talylor e colleghi (Taylor et al., 2006) hanno dimostrato, utilizzando 5 generi 
fungini molto comuni e a vita libera (quattro a distribuzione poco meno che globale: 
Neurospora e Saccharomyces per gli Ascomycota, Schizophyllum e Lentinula per i 
Basidiomycota, ed Aspergillus fumigatus l’unico fungo riconosciuto quale cosmopolita), 
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che anche questi piccoli eucarioti mostrano una distribuzione geografica, a livello di 
specie, simile a quelle degli eucarioti di più grandi dimensioni. Inoltre Taylor e colleghi 
offrono una spiegazione alla dimostrazione di Fenchel e Finlay riguardo la drammatica 
diminuzione della percentuale di morfospecie endemiche di protisti quando le dimensioni 
dell’organismo cadono al di sotto dei 1–10 mm (Figura 13a).  
Essi affermano infatti, che esistono due ragioni perché utilizzando i criteri MSR, BSR e 
PSR si trovano le stesse specie (o quasi la stessa specie) nei organismi più grandi 
(macrorganismi) e non negli organismi microscopici. La prima è ovviamente legata alle 
dimensioni, in quanto non ha importanza quanti caratteri morfologici si possano trovare 
in un organismo unicellulare perché un organismo formato da due cellule ne dovrà avere 
almeno il doppio. La seconda ragione della discrepanza riscontrata tra micro e macro- 
organismi riguardo al riconoscimento delle specie con i criteri MSR, BSR e PSR è legata 
alla scelta dei caratteri che vengono utilizzati per effettuare la valutazione tassonomica e 
alla velocità con cui questi evolvono. Solo i caratteri che evolvono ad un tasso 
sufficientemente veloce da produrre differenze fra le specie evolute (Figura 13a) possono 
essere utilizzati come marker per la valutazione dell’endemismo. Alcuni caratteri possono 
essere l’evidenza molecolare dell’isolamento genetico, riproduttivo o di un carattere 
morfologico. Per quanto riguarda i funghi considerati nello studio esposto da Taylor e 
colleghi (Taylor et al., 2006), si è visto che l’isolamento genetico precede l’isolamento 
riproduttivo e che la differenziazione morfologica sopravviene per ultima. Quindi 
utilizzare esclusivamente la morfologia per la distinzione dei gruppi tassonomici 
comporterebbe una sottostima degli endemismi eventualmente presenti. 
Del fatto che gli endemismi fra i funghi non siano un fenomeno raro ne abbiamo avuto 
conferma anche nella nostra ricerca. Infatti, sulla base di studi filogenetici precedenti 
(Selbmann et al., 2005) e sulle ipotesi di endemismo avanzate per l’Antartide per i generi 
Cryomyces e Friedmanniomyces (Selbmann et al., 2005; Onofri et al. 2007a), si è voluto 
dare maggiore spessore ai risultati già ottenuti ampliando le nostre conoscenze relative 
alla biodiversità dei funghi neri delle rocce. Sulla base dei risultati ottenuti attraverso la 
costruzione degli alberi NJ relativi ai geni ribosomali nucleari (Figure 26, 27 e 28) è stato 
possibile confermare l’ipotesi di endemicità per il gruppo Friedmanniomyces, infatti in 
questo raggruppamento ricadono solo isolati di provenienza antartica.  
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Nel genere Cryomyces, invece, fino ad oggi ritrovato solamente in Antartide, rientrano gli 
isolati alpini (X11- CCFEE 5476 e C4(a)-CCFEE 5554). Tale dato risulta confermato 
tanto dai risultati delle analisi ITS che quelle LSU ed SSU. La posizione esterna al clado 
occupata da questi due isolati ed il basso valore di identità nel frammento ITS con le 
specie C. antarcticus e C. minteri pari solo al 91% ci consentono di affermare che si tratta 
di nuova specie extra- antartica del genere Cryomyces, pertanto l’ipotesi di endemicità in 
questo caso deve esere ristretta a livello di specie.  
 
L’analisi delle proteine ha rappresentato per tanto tempo, prima dell’era della genomica, 
l’unico mezzo per distinguere dal punto di vista funzionale gli organismi. Sebbene 
l’analisi del proteoma abbia lo scopo generale di evidenziare le proteine espresse da un 
organismo in relazione ad un particolare stato biologico, ha trovato applicazione nella 
sistematica per la comprensione di fenomeni complessi quali per esempio i fattori di 
virulenza(Kim et al., 2007) o, come ci si prefigge nel progetto nato in collaborazione con 
dell’Institut für angewandte Mikrobiologie (IAM)- Universität für Bodenkultur (BOKU) 
di Vienna (Austria), per la comprensione dei pattern biochimici sviluppati in relazione 
all’adattamento alle condizioni estreme. 
Molte delle caratteristiche dei RIF come la melanizzazione, la spessa parete cellulare, la 
crescita meristematica e l’apparente assenza di strutture per la riproduzione sessuata oltre 
a contribuire alla loro stupefacente capacità di sopravvivere in ambienti ostili (Gunde-
Cimmerman et al., 2005; Amaral Zettler et al., 2002) possono essere interpretati, in 
ambito evoluzionistico, come esempi di adattamento all’ambiente litico. Tale 
specializzazione ha raggiunto livelli così alti che fa di loro degli organismi capaci di 
resistere ad un’ampia gamma di fattori chimico –fisici, ma allo stesso tempo li rende 
totalmente inadatti alla competizione in condizioni più permissive. Essi, infatti, mostrano 
un accrescimento estremamente lento anche in condizioni ottimali ed una scarsa 
produzione di metaboliti secondari tale che ha reso plausibile l’ipotesi che possano essere 
avvenuti dei cambiamenti sostanziali a livello molecolare che abbiano portato 
all’espressione solo di alcuni geni fondamentali per la sopravvivenza o addirittura alla 
semplificazione del loro genoma. 
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Sulla base dei dati ottenuti, che risultano tuttavia preliminari se si considerano gli 
obiettivi che si vogliono raggiungere nell’ambito della collaborazione con l’IAM- BOKU 
di Vienna, è possibile ipotizzare la concomitanza di più fattori che possano, almeno in via 
teorica, spiegare la loro incapacità a competere. 
Dal confronto dei profili proteici 2D (Figura 39) ottenuti dai ceppi di Cryomyces 
antarcticus CCFEE 534, Coniosporium perforans MA 1299 e Penicillium chrysogenum 
MA 3995 cresciuti in condizioni ottimali appare evidente quanto risulti scarso il profilo 
C. antarcticus rispetto agli altri ceppi in esame. Questo fatto conferma in parte l’ipotesi di 
partenza secondo cui il funghi delle rocce nel corso della loro evoluzione abbiano 
semplificato progressivamente il loro genoma diminuendo le loro capacità sintetiche. 
Infatti non esiste significatività dal confronto quantitativo fra C. perforans e P. 
chrysogenum, 316 spot rilevati per il primo e 326 per il secondo. Dal punto di vista 
qualitativo, al contrario, le differenze sono notevolissime in quanto risulta molto difficile 
procedere alla sovrapposizione (warping) dei due profili. Infatti (Figura 39, e-f) 
nonostante siano stati evidenziati in verde gli spot comuni ai due ceppi non si può essere 
certi che siano le stesse proteine perché appartengono ad organismi diversi ed in secondo 
luogo perché la sovrapposizione operata potrebbe essere stata soggetta ad errore 
mancando sul lato sinistro un pattern comune riconoscibile tale ottimizzare la fase di 
“warping”. Al contrario C. perforans e C. antarcticus possiedono un pattern comune di 
espressione costituito da un numero ragguardevole di spot, in parte evidenziato in viola in 
figura 39. Tale dato risulta ancora più consistente in relazione al confronto del profilo 
proteico di C. antarcticus con quelli di C. perforans in condizioni ottimali e a seguito 
dell’esposizione per una settimana alla temperatura di 1± 1°C. Infatti è possibile vedere 
come alcuni spot presenti nelle condizioni stressata e non di C. perforans si trovano 
ripetuti anche in C. antarcticus ( indicati in figura 40 con la freccia verde); ciò evidenzia 
quindi la presenza di proteine che potrebbero essere espresse anche sotto stress e che 
potrebbero essere caratteristiche dei funghi neri delle rocce, forse proprio quelle che li 
rendono così speciali. 
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6. CONCLUSIONI 
 
In considerazione dell’alto numero di funghi neri delle rocce che è stato possibile isolare 
fino a questo momento, alla notevole biodiversità riscontrata e all’ampio spettro di 
condizioni ambientali e latitudini dalle quali essi provengono, appare evidente che per 
quanto un ambiente risulti povero ed ostile vi sono sempre degli organismi che qui 
trovano il loro habitat e che gli ambienti inesplorati, e tra questi gli ambienti estremi in 
particolare, costituiscono un serbatoio di specie sconosciute (Hawksworth e Rossman, 
1997). La difficoltà di assegnare a ciascuno di loro una posizione sistematica congruente 
su base filogenetica è risultata ancora più evidente dopo aver costruito degli alberi basati 
su sequenze conservate, e pertanto meno variabili, che pur confermando e avvalorando 
quanto intravisto dalla prima clusterizzazione effettuata sulla base degli allineamenti ITS 
non sono state sufficienti a risolvere alcuni gruppi di interesse precedentemente 
individuati, così come non è stato possibile assegnare una posizione filogenetica ai ceppi, 
fortemente deviati, esclusi dalla clusterizzazione preliminare. Per tale motivo si è 
costituito un pool di sequenze comprendente diversi target genici, alcuni dei quali non 
ribosomali, al fine di poter effettuare nell’immediato futuro un’analisi filogenetica 
multilocus la quale avrà altresì lo scopo di fare chiarezza sulle relazioni e le differenze 
esistenti anche all’interno dei gruppi individuati. Tale indagine può essere infatti un utile 
strumento far luce per esempio sui meccanismi attraverso cui può avvenire la 
speciazione. 
Sebbene su base bibliografica l’isolamento geografico venga proposto come fattore 
predominante nella speciazione dei funghi (Giraud et al., 2008) non deve essere 
considerato come unico. Infatti la scoperta del gruppo alpino deve essere considerato 
come un esempio di speciazione avvenuta in un’area non propriamente isolata. Ancora di 
origine alpina sono i ceppi X11 e C4(a) (rispettivamente CCFEE 5476 e 5554) ritenuti 
inizialmente un gruppo sister di Cryomyces, ma che sulla base degli allineamenti dei geni 
conservati sembrano avere un apparentamento più stretto (vd. alberoNJ SSU Figura28). 
Nel caso in cui tali dati venissero confermati i ceppi CCFEE 5476 e 5554 verranno 
inclusi nella descrizione della specie alpina del genere Cryomyces, pertanto l’endemicità 
in questo caso dovrà probabilmente essere riconsiderata a livello specifico e non generico 
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secondo quanto ipotizzato in precedenza (Selbmann et al., 2005). Rimane invece ancora 
valida l’ipotesi di endemicità avanzata per il genere Friedmanniomyces (Selbmann et al., 
2005). 
Ancora il gruppo “asexual clade” risulta un interessante esempio di come organismi che 
si riproducono in maniera clonale ( vd. Figura 36) possano comunque presentare le 
capacità di colonizzare rocce in ambienti e climi disparati che vanno dai deserti freddi 
dell’Antartide come pure da ambienti iperalini. Questo fatto come noto risulta essere 
contrario sia alla teoria nota col nome di Muller-ratchet che l’ipotesi della mutazione 
derministica di Kondrashov secondo cui la riproduzione sessuata sarebbe in grado di 
garantire la ricombinazione necessaria a scongiurare l’estinzione dell’organismo per 
diminuzione della sua fitness per l’ambiente circostante. Inoltre grazie all’approccio alla 
proteomica dei funghi neri delle rocce si è potuto confermare in parte quanto ipotizzato 
precedentemente ovvero che i funghi neri delle rocce essendo costantemente sottoposti ad 
una fortissima pressione ambientale hanno di fatto rinunciato alle prerogative di sintesi 
che possono supportare la competizione. Cryomyces antarcticus conferma perfettamente 
questa ipotesi esprimendo in condizioni ottimali di crescita un numero di geni pari ai  3/5 
di un ifomicete. Al contrario Coniosporium perforans, anch’esso fungo delle rocce ma 
proveniente da climi più temperati differisce da P. chrysogenum solo per il tipo di 
proteine espresse (alcune di queste comuni a Cryomyces) facendoci pensare che 
l’adattamento all’ambiente litico può avvenire attraverso la semplificazione dei genomi, 
ma che questo potrebbe non essere l’unico sistema messo in atto da questi particolari 
organismi per adattarsi all’ambiente.  
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